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ВВЕДЕНИЕ 


Витамин Д представляет собой соеди- 
нение стероидной структуры, которое является предме- 
том исследования биологов и медиков различных специаль- 
ностей. До последнего времени исследование механизма 
действия витамина Д на молекулярном уровне проводилось 
в ограниченном масштабе. 

Мы считаем нужным оговориться, что название «вита- 
мин Д» включает собирательные понятия, так как в приро- 
де существует по крайней мере 7 витаминов Д, и биологиче- 
ское действие проявляют не сами витамины Д, а их актив- 
ные метаболиты. Хотя витамин Д не образуется в какой-ли- 
бо железе, а синтезируется в клетках эпителия кожи и, 
возможно, в печени, мы полагаем, что он по ряду своих па- 
раметров может быть отнесен скорее к гормонам стероидной 
структуры, чем к витаминам. Собственные наблюдения и 
анализ литературных данных привели нас к следующему 
заключению: 


1. Витамин Д относится к стероидным производным и 
синтезируется из ацетата и холестерина в организме подоб- 
но тому, как синтезируются стероидные гормоны. 

2. Витамин Д, как и стероидные гормоны, оказывает 
свое действие на расстоянии от места синтеза, имеет свои 
органы-мишени, рецепторные молекулы и распределяется в 
организме подобно стероидам. 

3. Витамин Д метаболизируется в организме в активные 
соединения подобно стероидным гормонам и выводится из 
организма в форме конъюгатов стероидов. 

4. Молекулярные механизмы действия витамина Д сход- 
ны с таковыми у стероидных гормонов. Он влияет на биоло- 
гические мембраны и генетический аппарат клеток органов- 
мишеней и регулирует синтез специфических белковых мо- 
лекул, связывающих Са?*. 
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5. Избыток или недостаток витамина Д приводит к едви- 
гу метаболизма других стероидов. 

Наша точка зрения согласуется с представлениями не- 
которых других авторов, рассматривающих гормональную 
природу витамина Д. Во всяком случае, в настоящее время 
не представляется возможным выделить витамины группы 
Д из класса стероидных гормонов как с позиции их метабо- 
лической трансформации, так и по механизмам деиствия. 

В монографии освещены вопросы, касающиеся физико- . 
химических свойств витамина Д, специфики молекулярных | 
механизмов действия на мембраны клеток, генетическии ап- - 
парат, синтез белка, транспорт ионов, костную ткань. Уделе- 
но внимание проявлениям токсического действия витами- 
на Д. 

Мы полагаем, что представленные нами сведения о ви- . 
тамине Д помогут клиницистам понять молекулярную сущ- 





ность рахита — весьма распространенного заболевания среди т 
детей, а также гипервитаминозов Д. 1 
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Глава 1 


ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА. 
И БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 
ВИТАМИНА Д 


Издавна известно заболевание, развиваю- 
щееся в младенческом возрасте и характеризующееся нару- 
шением развития костной системы — рахит. Было замечено, 
что солнечные лучи, а также добавление к пище жира пе: 
чени трески оказывают благоприятное действие при заболе- 
ваниях рахитом. Экспериментальные исследования показа- 
ли, что облучение пищи, получаемой рахитичными живот- 
ными, оказывает такое же лечебное действие, как облучение 
самих животных. Эти данные привели к предположению, что 
причиной болезни является недостаток какого-то антирахи- 
тического вещества, известного сейчас как витамин Д, кото- 
рый образуется в организме под действием солнечных лучей 
или поступает с пищей. Эти наблюдения положили начало 
дальнейшим исследованиям, направленным на  обнаруже- 
ние, выделение, идентификацию и синтез антирахитического 
вещества. = 

Утверждение, что при ультрафиолетовом облучении фи 
тостерин (смесь растительных стеринов) (Незз, УГетз$осК, 
1924, 1925) и холестерин (З$еепооск, ВЛасК, 1925; Возеппе- 
п, Уебзфег, 1925) приобретают антирахитические свойства, 
дало основание предполагать, что эти стерины содержат 
провитамин, который превращается в витамин при облуче- 
нии, Интенсивные исследования, начатые в эти годы с эрго- 
стерином, выделенным из спорыньи, привели к тому, что 
в 1931 г. в двух разных лабораториях при ультрафиолетовом 
облучении эргостерина было получено очищенное соедине- 
ние с высоким антирахитическим действием (\/ш9аиз 
а. обй., 1931; Апйчв а. оф., 1931). Это соединение было на- 
звано витамином Д!. Вскоре было обнаружено, что витамин 
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Д, является эквимолекулярным компонентом витамина Д)› с 
люмистерином (\/19апз а. офН., 1932). 

Облученный эргостерин в опытах на цыплятах имел во 
много раз меньшую антирахитическую активность по срав- 
нению с его действием на крыс. Однако непосредственное 
облучение рахитичных цыплят приводило к их выздоров- 
лению. Было выявлено, что облученный холестерин более 
эффективен как антирахитический агент для цыплят, чем 
‚ облученный эргостерин. На основании этих данных сделано 
заключение, что в холестерине содержится другой, отлич- 
ный от эргостерина, провитамин, который оказался Т-дегид- 
рохолестерином. Чистый витамин Дз был выделен в кри- 
сталлическом виде при облучении Т-дегидрохолестерина 
(ЗсКепк, 1937). При УФ-облучении 22-дигидроэргостерина 
получен витамин Да. 

Выделение в чистом виде, установление химической 
структуры и осуществление синтеза витамина Д дали воз- 
можность для дальнейшего прогресса в изучении механиз- 
ма его действия, а также для широкого применения данно- 
го витамина в медицинской и ветеринарной практике. 

В настоящее время известен ряд природных и синтези- 
рованных химических соединений, относящихся к витами- 
нам группы Д. Природными являются витамины До, Дз, Да, 
Дз и Д.. Все они обнаружены в естественных источниках. 
Витамин Д5 получен синтетическим путем. 

Для витаминов группы Д характерно то, что они образу- 
ются при ультрафиолетовом облучении соответствующих 
провитаминов стеринового ряда. Таким действием облада- 
ют ультрафиолетовые лучи с длиной волны от 253 до 
330 нм; наибольшую эффективность имеют лучи с длиной 
волны около 296 нм. Этот процесс также сопровождается об- 
разованием различных фотоизомеров. Процесс превращения 
и в витамин можно изобразить следующим об- 


УФ-облучение 
превитамин 


нагревание 


бе: о итамин 


фотоизомеры 


провитамин 


Превитамины являются промежуточными соединениями 
на пути химического превращения провитамина в витамин. 
Можно предложить следующую классификацию соедине. 
ний, имеющих отношение к витаминам группы. Д. 
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Провитамины: Витамины: 

ДД. (эргостерин), Д. (эргокальциферол), 

Д. (7-дегидрохолестерин), Дз (холекальциферол), 

Д. (дигидроэргостерин), Д. (дигидроэргокальциферол), 
Д; (1-дегидроситостерин), Дь (ситокальциферол), 

Дз (1-дегидростигмастерин), Де (стигмакальциферол), 

Д. (1-дегидрокампестерин). Д‚ (кампекальциферол). 


Фотоизомеры, образующиеся при УФ-облучении провитами- 
нов: 


превитамины, дигидротахистерины, 
люмистерины, токсистерины, 
тахистерины, супрастерины. 


Витамин Д!, как указано выше, оказался эквимолекуляр- 
ным соединением витамина Д.› и люмистерина. 

Мы не ставили перед собой цель изложить в данной главе 
все имеющиеся сведения о физико-химических свойствах ви- 
тамина Д, так как они представлены в обзорах и монографи- 
ях (Березовский, 1959; Физер Л., Физер М., 1964; В\Щ, 
1954; ТироЁЁеп, Тттазсрег, 1959; бапдетз а. о{., 1969). Мы 
уделили внимание лишь общим принципам химического 
строения витамина Д и структурным особенностям его мо- 
лекулы, имеющим непосредственное отношение к проявле- 
нию физиологического и фармакологического действия дан- 
ного витамина. 

Основу химической структуры провитаминов составляет 
циклопентанопергидрофенантреновое кольцо с боковой 
цепью при С! из 8—10 углеродных атомов. Для удобства 
последующего изложения материала на рисунке 1 дана ну- 
мерация атомов углеродного скелета молекулы провитами- 
нов и витаминов Д на примере 7-дегидрохолестерина и хо- 
лекальциферола. 

В молекуле провитаминов присутствуют три циклогек- 
сановых кольца (А, В, С) и одно циклопентановое кольцо 
(2). Кольцо В содержит две сопряженные двойные связи в 
положениях С5— С и С’—Сз. Различные провитамины отли- 
чаются друг от друга по своей химической структуре строе- 
нием боковой цепи при Ст. 

В отличие от них молекулы витаминов Д представлены 
двумя циклогексановыми кольцами (А и С), одним цикло- 
пентановым кольцом (0) и боковой цепью соответствующего 
провитамина. Кольцо В у провитаминов при воздействии 
УФ-излучения размыкается в положении С— Си и в моле- 
куле витамина Д отсутствует. Разрыв кольца В сопровож- 

д 





д 


Рис. 1. Нумерация углеродных атомов провитамина и витамина Д на 
примере 7-дегидрохолестерина (1) и холекальциферола (П). 


дается появлением дополнительной двойной связи Си— Су. 
Следовательно, кольцо А молекулы витамина связывается с 
кольцом С системой углеродных атомов, имеющей две 
двойные связи (С5—Сз и С'—С:3). Молекулы витамина Д, так 
же как и провитамины, содержат одну гидроксильную груп- 
пу при С:з. 

Таким образом, витамины Д отличаются по своей хими- 
ческой структуре от соответствующих провитаминов размы- 
канием и отсутствием кольца В с появлением дополнитель- 
ной двойной связи. 

Конформация шестичленных колец А и С молекулы ви- 
тамина Д представлена формой «кресла», которая является 
энергетически более выгодной, чем форма «ванны» (Казшиз- 
зеп, 19438; Наззе1, ОМаг, 1947; Наззе], УЧегуой, 1947). Коль- 
ца Си Ш сформированы транс-сочленением. Боковая цепь у 
С17 и метильная группа у С!з пространственно представляют 
цис-(В)-конформацию. При размыкании кольца В сохраня- 
ются многие характерные для провитаминов пространствен. 
ные конфигурации, не затрагиваемые расщеплением моле- 
кулы. 

Важным обстоятельством является то, что разрыв коль- 
ца В и связанные с этим изменения структуры и конформа- 
ции молекулы провитамина необходимы’ для проявления 
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физиологического действия витамина. Провитамины с зам- 
кнутым кольцом В, как известно, не обладают антирахити- 
ческой активностью. 

Для витаминов группы Д характерна строго определен- 
ная локализация двойных связей, а именно С5—(С6; (7—5; 


Си— Су». Тахистерин, отличающийся от витамина Д иным 
расположением двойных связей (С1—С5; (5 —(С7; 8—5), об- 
ладает лишь незначительной биологической активностью 
(Меишег, ТЫфачде%, 1946). Эти данные о существенном 
влиянии сопряженных двойных связей на биологическую 
активность витамина подтвердились при изучении биологи- 
ческой активности дигидротахистерина. Так, дигидротахи- 
стерин, имеющий идентичную с витамином Д локализацию. 
двойных связей, в отличие от тахистерина обладал значи- 
тельной биологической активностью (Возтап, СВеп, 1966). 

Гидроксильная группа при Сз, по-видимому, не оказыва- 
ет существенного влияния на биологическую активность ви- 
тамина Д. Замена ее сульфгидрильной (Вегизет, Зах, 
1951), галогенной или кето-группой (\№т@аиз, ВисЕВо|и, 
1938) не приводила к изменению активности витамина О 

Сам факт, что различные по своей активности витамины 
группы Д отличаются друг от друга лишь строением боко- 
вой цепи у С17, дает возможность предположить определяю- 
щую роль последней при проявлении физиологического эф- 
фекта витамина Д. Даже незначительное изменение в боко- 
вой цепи витамина Д оказывает глубокое влияние на его, 
биологическую активность. 

Витамин Дз, боковая цепь которого состоит из 8 насв- 
щенных атомов углерода, обладает наибольшей активно- 
стью. Появление двойной связи при С. и метильной группы 
при Сл (витамин Д2) снижает антирахитическую активность 
витамина для цыплят при сохранении своих свойств в отно- 
шении крыс и людей. Наличие этильной группы при С54 (ви- 
тамины ДБ и Де) значительно снижает активность витамина. 
При замене боковой цепи гидроксильной группой (ОБиито$в, 
Ра]апа, 1939) или боковой цепью желчных кислот (Назе- 


уоо4, 1939) соединения лишаются Д-витаминной активно- 
сти. 


Несомненно, большой интерес представляют работы НШ 
ЪегА и Могтап (1969). На основании изучения метаболизма 
кальция у рахитичных цыплят под влиянием витамина Д. 
и Дз, дигидротахистеринов 2 и 3 авторы предполагают, что 
разные химические группировки в молекуле витамина мо- 
гут быть ответственными за различные физиологические 
акции. В частности, соединения, имеющие боковую цепь 
витамина Дз или дигидротахистериназ, в основном действу- 
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ют на процессы всасывания и транспорта ионов кальция в 
кишечнике, а соединения с боковой цепью витамина Д, 
или дигидротахистерина2 оказывают преимущественное вли- 
яние на обмен кальция и костной ткани. м 

Интересные данные о связи химической структуры с 
биологическим действием получены в последние годы в 
связи с изучением метаболизма витамина Д в организме. 
Так, обнаружено, что 25-окси- и 1,25-диоксиформы витами- 
на Д действуют быстрее и эффективнее, чем сам витамин 
(В1ип$ а. оф., 1968; Но|скК а. офН., 1971). Данные об этих 
биологически активных метаболитах более подробно изла- 
гаются ниже. 

Из витаминов группы Д наиболее активными являются 
эргокальциферол (витамин Д2) и холекальциферол (вита- 
мин Дз). Они нашли также широкое практическое примене- 
ние. 

Точка плавления кристаллического эргокальциферола 
120—121° (из метанола или ацетона), холекальциферола — 
84—85°. Спектр поглощения витамина Д. и Д. в спирте, гек- 
сане или эфире имеет максимум при 265 нм, обязанный сво- 
им происхождением наличию триеновой связи. 

Кальциферолы практически нерастворимы в воде, хоро- 
шо растворимы в жирах и органических растворителях 
(хлороформ, эфир, спирт), неустойчивы по отношению к 
различным окисляющим агентам. При внесении спиртовых 
растворов витамина Д в воду образуются стойкие мелкоди- 
сперсные эмульсии, обладающие мицеллярной структурой 
(Березовский, 1959). 


Инкубация витамина Д в водной среде сопровождается 
быстрой утратой антирахитической активности, снижением 
интенсивности и сдвигом максимума поглощения к 250 нм, 
образованием перекисных и карбонильных соединений (Спи- 
ричев, Зиновьева, 1968; Спиричев и др., 1971; СВеп а. о\Ъ., 
1965). Образованию перекисных соединений способствует 
наличие в молекуле кальциферолов системы сопряженных 
двойных связей, легко присоединяющих кислород (Уотерс, 
1966). Пропускание кислорода, повышение температуры, 
изменение рН в кислую сторону, добавление каталитиче- 
ских количеств Ее?+* значительно Ускоряют окисление ви- 
тамина Д в водной среде. ЭДТА и такие антиоксиданты, 
как о-токоферол, бутилокситолуол, пропилгаллат, 10-(2-ди- 
метиламинопропил)-фенотиазин, подавляют окислительные 
превращения витамина Д, что указывает на их свободно- 
радикальный характер (Спиричев и др., 1971). 

Относительно устойчивы растворы кальциферолов в мас- 
лах, где витамин Д может сохраняться без потери биологи-_ 
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ческой активности в течение нескольких месяцев (ТАпадпо|а, 
1944). Однако исследования последних лет (Блажеевич, 
1969; Спиричев, 1971) свидетельствуют о стимуляции ви- 
тамином Д аутоокисления липидов с образованием пере- 
кисных соединений, являющихся токсичными для организ- 
ма (Воскресенский, Левицкий, 1970). Это обстоятельство 
должно быть учтено при использовании масляных препара- 
тов витамина Д и должно послужить стимулом для разра- 
ботки способов торможения процессов переокисления в этих 
препаратах, возможно, с помощью антиоксидантов (Жури- 
кова и др., 1971). 

Кристаллические препараты кальциферолов и их раст- 
воры в органических растворителях менее устойчивы по 
сравнению с масляными растворами и легко подвергаются 
инактивации при действии кислорода воздуха, тепла и све- 
та (Березовский, 1959). 

Характерной особенностью витамина Д является его 
чрезвычайно высокая биологическая активность. Антирахи- 
тическая активность витаминов группы Д измеряется в 
международных (интернациональных) единицах (МЕ). При- 
нято считать, что 1 МЕ соответствует специфической актив- 
ности 0,025 мкг кристаллического холекальциферола. 

Оценка Д-витаминной активности соединений заключа- 
ется в установлении лечебного (в течение 7 дней) эффекта на 
рахитичных крысах или профилактического (в течение 21 
дня) эффекта на цыплятах, находящихся на рахитогенной 
диете. При этом критериями биологического действия ви- 
тамина Д служат клинические признаки, рентгенологиче- 
ские показатели состояния костной системы, концентрация 
сывороточного кальция, фосфора и другие показатели. Оба 
метода являются трудоемкими, требуют много времени и 
позволяют обнаружить присутствие 1—10 МЕ витамина м. 

Существуют и косвенные методы определения Д-вита- 
‘минной активности, основанные на способности витамина 
Д ускорять кишечную абсорбцию кальция и мобилизацию 
костного минерала. Более чувствительным из этих методов 
является определение кишечного транспорта радиоактивно- 
то кальция у рахитичных животных с использованием мето- 
дики «вывернутой кишечной петли». Влияние вита- 
мина Д на мобилизацию костного минерала может быть 
выявлено путем определения содержания кальция в сыво- 
ротке крови рахитичных животных, содержащихся на без- 
кальциевой или низкокальциевой диете, т. е. когда исклю- 
чается эффект витамина Д на абсорбцию экзогенного каль- 
ция в кишечнике. Однако в последнем случае не устраняется 


действие витамина Д на кишечную реабсорбцию эндогенно- 
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го кальция, что может, вероятно, влиять на концентрацию 
сывороточного кальция. 

Витамины группы Д обладают разной биологической 
активностью. Однако этот вопрос до настоящего времени 
еще недостаточно изучен, и в литературе имеется много 
противоречивых данных об антирахитической активности 
различных витаминов Д. В таблице 1 суммированы литера- 
турные сведения о биологической активности витаминов 
группы Д. Данные таблицы свидетельствуют, что небольшие 
сдвиги в химической структуре боковой цепи витамина Д 


обусловливают значительные различия в биологической ак- 
тивности. 


Таблица 1 


Биологическая активность витаминов группы Д 
Е Е АьЕЕЕЕы сое беащы 


Активность 
р МЕ/мкг % 
ОРЕННИЕ Строение углеродной ве . 
Е |: яя 
цепи С.›.—С., 5 Е Ы Е 
СВЕ И В: 
|=] |= В = =: 
ЕЕ У 9 
Холекальцифе- | —СН.—СН,—СН,— | 40* | 4^ 100 |100 
рол (Дз) 
Эргокальцифе- СН: 
ры сн-ен—6н 4 
Е —СН=сн—сн— 0 4 |1 
Дигидроэртго- СН; ыы Е 


кальциферол (Д,) р 
—СН.-—СН.—СН- 20—30 8 [50—75 20 


Ситокальцифе- б.н 
рол (Дь) ВЫ р > 
ЕЛЬ 14 |2- а 
жай ы 3 СН 4 | 10 |5—10 
ферол (Д 
6 —СН=снН—сн— 2 ? 5 $ 
Кампекальцифе-| —СН.—СН.—СН— 
рол (Да) : 
в 4 ?| 10 ? 


* По некоторым данным, на 


организм человека и крыс 
активнее влияет холекальциферол, 


чем эргокальциферол. 


Одним из интересных, но еще невыясненн 
ляется различная видовая чувствительность животных к 
витаминам группы Д. Витамины До и Д; имеют равную ан- 
тирахитическую активность для людей (Вгоскшапп, 1937) 
кроликов (Кафо, 1966) и крыс (СВеп, Возтаи, 1964). Однакс 
эти витамины как антирахитические агенты не равнознач. 


ыы 


ых вопросов яв- 











ны для цыплят (Свеп, Возшап, 1964; Нигуйи а. оёй., 1967; 
НЪега, Могтап, 1969). Для рахитичных цыплят витамин 
Д.> проявляет антирахитическую активность в 10 раз мень- 
шую, чем витамин Д;з, в то время как для крыс эти две фор- 
мы почти равнозначны. 

Выраженное различие в действии эргокальциферола и 
холекальциферола обнаружено и у некоторых видов южно- 
американских приматов (Ни а. ой., 1969). Авторы ' пока- 
зали, что процесс всасывания Са“? в кишечнике и поглоще- 
ние его костями черепа было более высоким у обезьян, 
получавших холекальциферол, чем при употреблении эрго- 
кальциферола. Витамин Д. в большей степени, чем вита- 
мин До, способствовал задержке кальция в организме. Это 
было обнаружено по уменьшению выведения Са“7 с калом и 
мочой. Таким образом, холекальциферол у приматов ока- 
зался более активным, чем эргокальциферол, в стимуляции 
кишечной абсорбции как экзогенного, так и эндогенного 
кальция, а также процессов минерализации костной ткани. 
Витамин До не эффективен или значительно менее активен, 
чем витамин Дз, в предотвращении рахита, остеомаляции, 
фиброзной остеодистрофии у приматов. 

Различием в действии на птиц и млекопитающих облада- 
ют не только витамины До и Д.. Так, 22-дигидроэргокальци- 
ферол (витамин Д.) оказался значительно более активным 
для крыс, чем для цыплят (Сгаф, 1986; Мс Оопа1а, 1936). 

Для люмистерина» и люмистериназ характерна очень сла- 
бая актирахитическая активность по отношению к крысам 
и сравнительно высокая при испытании их действия на 
цыплятах (Белявская, Вендт, 1967). Кроме того, люмисте- 
ринз в опытах на цыплятах оказался приблизительно в 30 
раз активнее люмистерина», т. е. соотношение их активности 
подобно таковой у витаминов Дз и Д.. 

Таким образом, имеется достаточное количество иссле- 
дований, свидетельствующих о наличии видовой чувстви- 
тельности животных к различным витаминам группы Д. По- 
видимому, подобные различия могут быть обусловлены осо- 
бенностями метаболизма витамина Д в организме разных 
видов животных. Названное предположение в некоторой 
степени подтверждается результатами исследований послед- 
них лет. Эти сведения приводятся нами ниже. 


Суммируя изложенное, можно сказать, что большим до- 
стижением явилось установление химической структуры ви- 
таминов группы Д, что обусловило возможность химическо- 
го синтеза, производства и широкого практического приме- 
нения витамина Д. Химическая структура витаминов Д 
тесно взаимосвязана не только с их биологической актив- 
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ностью вообще, но и обусловливает видовые различия чувст- 
вительности животных к данному витамину. 

В последние годы появились данные, свидетельствую- 
щие, что активным является не сам витамин Д, а его мета- 
болит (или метаболиты). В связи с этим представляет боль- 
шой интерес дальнейшее изучение метаболизма витамина Д, 
в частности выяснение связи химической структуры с фи- 
зиологическим действием витамина Д и его обменно-актив- 
ных форм. Это, в свою очередь, может позволить осущест- 
влять направленный синтез высокоактивных препаратов со. 
специфическим действием. 








Глава П 


МЕТАБОЛИЗМ ВИТАМИНА Д 
И ЕГО ОБМЕННО-АКТИВНЫЕ ФОРМЫ 


Изучение метаболизма витамина Д 
представляет большой интерес в разрешении ряда важных 
вопросов относительно выяснения механизма действия и 
практического применения данного витамина. Знание пути 
биосинтеза витамина Д и его депонирования в организме 
необходимо при установлении физиологической потребно- 
сти, а также рациональной дозировки при профилактике и 
лечении Д-витаминной недостаточности с учетом конкрет- 
ных условий, таких как ультрафиолетовое облучение, посту- 
пление витамина Д с пищей и т. д. Между тем все еще мало 
информации о синтезе и метаболизме витамина Ду людей, 
несмотря на обилие экспериментальных исследований на 
животных, клинических исследований и его широкого прак- 
тического применения. Несомненно, большое значение име- 
ют исследования органного, тканевого, клеточного и субкле- 
точного распределения витамина в установлении органов- 
мишеней, для выяснения мембранного действия витамина, 
связывания его специфическими рецепторными молекула- 
ми и ряда других вопросов, необходимых в понимании био- 
логических процессов, лежащих в основе физиологического 
действия витамина Д. Исследования в этой области стали 
более успешными и интенсивными, особенно в последние 
годы. Достигнуты определенные успехи в изучении метабо- 
лизирования витамина Д в организме в соединения более 
активные, чем сами витамины. Последнее сыграло опреде- 
ленную роль в понимании сущности латентного периода 
между введением витамина и проявлением его действия, в 
изучении видовой чувствительности к препаратам витами- 
на, а также в выявлении механизмов развития и терапии, 
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некоторых витамин Д-резистентных рахитогенных заболе. 
ваний. Изучение биологически активных метаболитов, вы- 
деление их в чистом виде и осуществление их синтеза соз- 
дают определенные предпосылки для возможного производ- 
ства более активных и специфически действующих препара- 
тов. 


Биосинтез витамина Д 


Возможность вылечивания рахита пу- 
тем солнечных или ультрафиолетовых облучений показана 
как в эксперименте на животных, так и у людей (Э$еепЪоск, 
1924 и др.). Эти данные легли в основу предположения, что 
в организме синтезируются вещества, превращающиеся при 
воздействии ультрафиолетовыми лучами в витамин Д. О на- 
личии эндогенного синтеза витамина Д свидетельствуюг 
также данные, что жир печени трески (рыбий жир) и неко- 
торые другие продукты животного происхождения облада- 
ют антирахитической активностью. В дальнейшем было 
установлено, что в коже крыс (Сискзпаюк, Коб1сек, 1955) 
и людей (ВеКешеег, 1958) синтезируется витамин Дз из 
Т-дегидрохолестерина (провитамин Дз). Последний образу- 
ется в организме путем окисления холестерина и депониру- 
ется в основном в коже. Под воздействием ультрафиолето- 
вых лучей (253—330 нм) происходит размыкание кольца в 
молекуле 7-дегидрохолестерина и превращение его в вита- 
мин Д.. Ежедневно в коже человека синтезируется в сред- 
нем 1—2 МЕ/см? (кожи) холекальциферола (Векешеег, 
1958). Скорость синтеза в различных Участках неодинакова 
и имеет максимальную величину в коже спины 
(15 МЕ/см? в день). Т-дегидрохолестерин и витамин Дз в ко- 
же человека идентифицированы по данным газовой и тонко- 
слойной хроматографии и масс-спектрального анализа ли- 
пидных экстрактов кожи (ВапзеНКо]Ь а. о{В., 1969). Полу- 
ченные авторами результаты свидетельствуют, что средний 
уровень содержания витамина Д. в коже живота человека 
достигает 3,2 у/г. 

Изложенные данные свидетельствуют о довольно высо- 
кой скорости биосинтеза витамина Дз в человеческом орга- 
низме при наличии ультрафмолетового облучения. Этим 
по-видимому, объясняется благотворное влияние солнеч- 
ных лучей на больных рахитом. Становится ясным факт, 
что взрослый организм в условиях достаточного Ультрафи- 
олетового облучения полностью обеспечивает себя витами- 
ном Д и не нуждается в дополнительном поступлении его 
< пищей. т 
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Количество синтезируемого в коже витамина Д зависит 
от интенсивности и длительности ультрафиолетового облу- 
чения. Поскольку эти условия варьируют в значительных 
пределах, естественно предполагать наличие в организме ка- 
кои-то системы контроля, обеспечивающей биосинтез вита- 
мина Д в физиологических границах. В последние годы (Тьо- 
0111$, 1967; Векетеет, 1969) высказывается предположение 
о возможной роли кожного пигмента в регуляции биосинте- 
за витамина Д у людей. Известно, что способность к образо- 
ванию витамина Д пигментированной кожей снижена по 
сравнению с непигментированной, так как 50—75% вита- 
мина Д синтезируется глубже пигментного слоя, а послед- 
ний интенсивно поглощает ультрафиолетовые лучи. Осно- 
вываясь на этих данных, авторы высказывают предположе- 
ние, что в доисторические времена при расселении людей с 
пигментированной кожей из тропиков в области с понижен- 
ной инсоляцией (более высокие широты) Д-гиповитаминоз 
(вследствие сильной пигментации кожи и пониженной инсо- 
ляции) служил фактором естественного отбора и постепен- 
ного появления популяций с малопигментированной кожей. 
Таким образом, постепенная депигментация кожи, возмож- 
но, является фактором приспособления к жизни в более вы- 
соких широтах, где пониженная по сравнению с тропиками 
инсоляция требует повышенной способности к фотосинтезу 
витамина Д. Возможно также, что усиление кожной пиг- 
ментации является фактором, ограничивающим биосинтез 
витамина Д в чрезмерных количествах в условиях повышен- 
ной инсоляции. 

Как указывалось, печень трески обладает выражен- 
ной антирахитической активностью. Готовый витамин Дз 
содержится в значительных количествах и у некоторых дру- 
гих видов глубоководных рыб. Известно, что слой воды тол- 
щиной в 1 м задерживает ультрафиолетовые лучи. Отсюда 
естественно предположить о способности рыб к нефотохи- 
мическому синтезу витамина Д. Подобная возможность в 
некоторой степени подтверждается исследованиями В]опат 
и сотр. (1967), которые при инкубации меченого 4-С\“-1- 
дегидрохолестерина с гомогенатами печени атлантического 
морского окуня Воссиз захИЙз в темноте получили радио- 
активный витамин Дз, идентифицированный методом га- 
зожидкостной хроматографии. Выход витамина Дз составил 
0,56 МЕ/г/час. Эти данные могут свидетельствовать о нали- 
чии в печени рыб нефотохимического ферментативного пути 
превращения Т7-дегидрохолестерина в витамин Д.. Возмож- 
но, что подобная способность к ферментативному пути син- 
теза витамина Д характерна не только для рыб, но и для 
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других животных, обитающих в условиях, защищенных от 
доступа ультрафиолетовых лучей. 

Не исключено, что некоторые виды млекопитающих 
также обладают способностью к нефотохимическому синте- 
зу витамина Д. Известно, что для развития у содержащихся 
в темноте крыс классических скелетных нарушений, харак- 
терных для рахита, необходимо не только отсутствие вита- 
мина Д, но и определенные соотношения содержания каль- 
ция и фосфора в диете (Зфеепфоск, НегИп&, 1955), ау 
цыплят подобные изменения в костной системе наступают 
независимо от соотношения кальция и фосфора в диете 
(Мае1соузку, ЕтзНе, 1947). Однако и у крыс и у цыплят ви- 
тамин Д выполняет специфическую метаболическую функ- 
цию, необходимую для кишечной абсорбции кальция и нор- 
мального костеобразования. Возможно, что подобное разли- 
чие в реакции крыс и цыплят на недостаток витамина Д 
обусловлено способностью крыс синтезировать некоторые 
количества витамина нефотохимическим путем. Разумеет- 
ся, проверка такого предположения возможна путем экспе- 
риментальных исследований. 

Витамин До, как указывалось выше, образуется при 
ультрафиолетовом облучении широко распространенного в 
природе эргостерина (стерин растительного происхождения) 
и поступает в организм вместе с пищей как естественный 
продукт. 

Некоторые исследователи (Вендт, 1971; Ваоц а. о\Ъ., 
1955, 1956, 1958) предполагают, что естественный антира- 
хитический Фактор, образующийся в животном организме, 
по своему химическому строению не идентичен синтетиче- 
скому холекальциферолу .Обменно-активная форма витами- 
на Д образуется непосредственно в клетках. Эти предполо- 
жения основываются главным образом на следующих 
данных. Было обнаружено (Као\] а. о1., 1956), что при воз- 
действии флоридина (каталитически действующий боксит из 
штата Флорида США, состоящий в основном из А5Оз-2Н20) 
на холестерин через ряд промежуточных соединений образу- 
ется антирахитическое ‘вещество (идентичное веществу, вы- 
деленному из жира печени рыб) с наличием кетогруппы при 
углероде в седьмом положении и с максимумом поглощения 
при 250 нм. Это вещество было названо «кетоном 250». По- 
следний в щелочной среде легко переходит в энольную фор- 
му кетона 250, которая в присутствии в среде ионов каль- 
ция избирательно присоединяет их, образуя энолят кальция 
с максимумом поглощения в эфире при 265 нм, а в этило- 
вом. спирте — при 262 нм. Кетон 250 обладает одной деся- 
той антирахитической. активности витамина Дз в опытах на 
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крысах и цыплятах (Рге]оф а. офВ., 1958), а антирахитиче- 
ская активность его энольной формы идентична таковой 
витамина Дз (Каоц! а. офй., 1956). По мнению этих исследо- 
вателей, кетон 250 является запасной формой витамина Д, 
которая при необходимости может превращаться в эноль- 
ную форму. 

Впоследствии было обнаружено (Даценко, 1969), что 
неомыляемая фракция кожи крыс, облученных ультрафио- 
летовым светом эритемной области спектра, содержит 5 до 
сих пор не известных вешеств, образовавшихся в результа- 
те облучения. Эти вещества имели стероидную природу, но 
только два из них (с величинами В; на хроматограмме, рав- 
ными 0,85 и 0,75) обладали выраженной антирахитической 
активностью. Предварительные данные показали, что эти 
соединения не являются ни холекальциферолом, ни его 
активным метаболитом (25-оксихолекальциферол), ни кето- 
ном 250 или его энолятом. Автор предположил, что обмен- 
но-активные формы витамина Д, ответственные за проявле- 
ние его физиологического эффекта, могут быть различны, 
в зависимости от того, вводился в организм синтетический 
витамин Д или он образовался в процессе облучения живот- 
ного ультрафиолетовым светом. Нужно отметить, что эти 
предположения требуют дальнейшей экспериментальной 
оценки, тем более, что химическая структура ни одного из 
названных соединений до сих пор еще не идентифициро- 
вана. 

Таким образом, в изучении биосинтеза витамина Д до- 
стигнуты определенные успехи. Выяснена возможность 
синтеза витамина в животном организме. Значительная 
роль в данном процессе, по-видимому, принадлежит облуче- 
нию кожи ультрафиолетовыми лучами. Реальным является 
синтез витамина ферментативным путем. Можно ожидать, 
что дальнейшая идентификация химической структуры со- 
единений с Д-витаминной активностью, образующихся в 
организме, приведет к новым представлениям о биосинтезе 
и обмене витамина Д. 


Всасывание витамина Д 


Изучение всасывания витамина Д в же- 
лудочно-кишечном тракте представляет интерес с точки зре- 
ния разрешения некоторых вопросов, связанных с механиз- 
мом действия витамина Д и практическим его применением 
при некоторых. патологиях. Важно выяснить, претерпевает 
ли молекула витамина какие-либо структурные изменения 
в процессе всасывания, установить условия, _ необходимые 
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для всасывания, механизм всасывания, зависимость всасы- 
вания (если она имеется) от обеспеченности организма дан- 
ным витамином и дозы вводимого витамина. 

В настоящее время общепринято мнение, что присутст- 
вие желчи является необходимым условием для кишечной 
абсорбции витамина Д. Жирорастворимость витамина и хо- 
рошо известная роль желчных кислот в усвоении жира, по- 
видимому, имеют тесную корреляцию. Еще в 1933 г. было 
обращено внимание на важную роль желчи при всасывании 
витамина Д в кишечнике (Стеауез, ЗсЬти1аф, 1933). В даль- 
нейшем это мнение нашло подтверждение в многочислен- 
ных исследованиях с применением различных доз и препа- 
ратов витамина Д и разных методик. Необходимость желчи 
для появления в крови витамина Д, введенного орально, по- 
казана определением Д-витаминной активности в крови с 
помощью биологического теста (Неутапип, 1937). Более де- 
тальные исследования, проведенные с применением радио- 
активного витамина Д, также выявили важную роль желч- 
ных кислот в процессе всасывания витамина д в кишечни- 
ке экспериментальных животных (ЗсБасВЩег а. офН., 1964), а 
также у людей (Вотзгапа, Еогзетеп, 1967). В наибольшей 
степени всасыванию витамина Д способствовала таурохо- 
левая кислота (ЗепасНфег а. офВ., 1964). 


Известно, что витамин Д, введенный через рот, всасыва- 
ется в тонком кишечнике. Однако относительно места пре- 
имущественной его абсорбции имеются некоторые разногла- 
сия. Первые исследования в этой области показали, что аб- 
сорбция витамина Д происходит в нижней трети тонкого 
кишечника (Ко@1сек, 1960). Это заключение было основано 
на экспериментах, в которых после орального введения ра- 
диоактивного витамина Д. определяли его содержание в тка- 
ни кишечника и в кишечном содержимом в разные проме- 
жутки времени. Оказалось, что через 10 час нижняя треть 
кишечника содержала больше витамина Д, а через 24 час 
уровень витамина стал выше в верхних сегментах кишечни- 
ка. Это предположение Ко@1сек о преимущественной абсорб- 
ции витамина Д в Пеит (подвздошный отдел тонкого кишеч- 
ника) нашло подтверждение в последующих исследованиях с 
применением значительно меньшей дозы витамина (Могтап, 
Ге Гщса, 1963; СаПо\м а. офВ., 1966). В противоположность 
этим данным детальное исследование всасывания Н3- или 
С\-витамина Д, вводимых в различные лигированные ки- 
шечные сегменты, показало, что основным местом абсорб- 
ции витамина Д является ]елапитр— тощая кишка (ЗсВась- 
фег а. оё®., 1964). Клинические наблюдения, проведенные 
на больных с небольшим остатком ]елапиш после кишечной 
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резекции, также обнаружили, что этот сегмент способен эф- 
фективно абсорбировать витамин Д (Тпотрэзоп а. ой В., 1965). 
На основании этих данных нельзя утверждать, что местом 
максимальной абсорбции витамина Д является делапи, так 
как исследования проводились при обширной резекции ки- 
шечника, однако авторы убедительно доказали способность 
тощей кишки человека интенсивно абсорбировать вита- 
мин Д. 

Таким образом, получены несколько различные данные 
о месте преимущественного всасывания витамина Д. По-ви- 
димому, следует согласиться с рассуждениями ,е Гласа 
(1967), что эти различия в результатах могут быть обуслов- 
лены несоответствием условий проведенных экспериментов. 
бсвасВег и др. применяли раствор витамина Д в этаноле и 
пропилен-гликоле, в то время как Код1сек и др. в данных 
исследованиях пользовались масляным раствором витами- 
на Д. Вероятно, характер растворителя играет определен- 
ную роль в усвоении витамина Д. В этом отношении инте- 
ресны данные ТВошрзоп и сотр. (1966), которые при изуче- 
нии метаболизма радиоактивного витамина Д у людей 
обнаружили нарушение абсорбции витамина у больных с 
ухудшением всасывания жира в кишечнике. Эти исследова- 
ния имеют, несомненно, важное практическое значение, так 
как дают возможность правильного обоснованного подхода 
к выбору препаратов и путей их введения для профилактики 
и лечения рахита у больных с нарушением функции желу- 
дочно-кишечного тракта. 

Результаты экспериментальных исследований всасыва- 
ния радиоактивных препаратов витамина Д при появлении 
их в лимфе грудного протока ясно показали, что всасывание 
витамина происходит главным образом через лимфатиче- 
ские пути (БерасЩег а. о{Ъ., 1964). Основная доля введенно- 
го витамина обнаружена во фракции хиломикронов в виде 
свободного, биологически активного стерина. Авторы разли- 
чают две стадии всасывания витамина Д: быструю — по- 
глощение витамина слизистой кишечника и медленную — 
переход его в лимфу. Наиболее быстро и полно первая ста- 
дия протекает в средней части тощей кишки. 

С получением радиоактивных препаратов витамина Д 
с высокой удельной активностью стало возможным прово- 
дить подобные исследования на людях. Результаты этих 
клинических поисков оказались идентичными данным, по- 
лученным в эксперименте на животных. ТБотрзоп и др. 
(1966) обнаружили, что через 2—3 час после орального вве- 
дения меченого Н3-витамина Дз здоровым и больным лю- 
дям с нарушением абсорбционной Функции кишечника 
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45—100% (среднее 80%) радиоактивности представлено во 
фракции хиломикронов. Эти данные позволили авторам 
постулировать, что витамин Дз у людей, как и у экспери- 
ментальных животных (ЗспасЩег а. офВ., 1964), в норме 
всасывается в основном через лимфатические каналы. К 
подобному заключению пришли ВютзтапЯ и РЕотзётеп 
(1967) на основании результатов изучения кишечной аб- 
сорбции 1,2-НЗ-витамина Дз у людей с фистулой общего 
грудного протока. Они также обнаружили, что основная 
масса абсорбированного НЗ-витамина Дз находится в сво- 
бодной неэстерифицированной форме, что убедительно под- 
тверждает ранее полученные экспериментальные данные 
(ЗспасЩег а. оф®., 1964). По-видимому, в процессе кишечной 
абсорбции не происходят или происходят лишь незначитель- 
ные изменения в химической структуре витамина Д (Ое Тл- 
са, 1967), хотя не исключена возможность, что определен- 
ную роль в абсорбции играет эстерификация молекулы ви- 
тамина (ВеП, Вгуап, 1965). 


При оральном применении витамин Д у эксперименталь- 
ных животных (СаПоу а. о{1., 1966) и у людей (Твошрзоп а. 
офН., 1966) всасывается в кишечнике неполностью. У здоро- 
вых людей чистая абсорбция от принятого через рот 0,5— 
1 мг Н3-витамина Дз составляет 62,4—91,3% (среднее 78,6 $) 
(ТВотшрзоп а. офВ., 1966). Остальная часть элиминируется 
фекалиями. Вначале было обнаружено, что обеспеченность 
организма витамином Дз не оказывает влияния на кишеч- 
ную абсорбцию витамина Д (Ко@1сек, АзНЪу, 1960а,Ъ). Одна- 
ко в дальнейшем было установлено, что витамин Д-дефи- 
цитные животные могут абсорбировать или ассимилировать 
большее количество витамина Д по сравнению с животны- 
ми; предварительно получавшими витамин Д (ВииаЪега а. 
офв., 1960; Могтап, Ое Глса, 1963). Хотя имеются некото- 
рые различия в полученных результатах, тем не менее мно- 
гие исследователи едины во мнении, что нормальный орга- 
низм эффективно абсорбирует основную часть орально вве- 
денного витамина Д. 


Суммируя изложенное, можно отметить основные момен- 
ты в процессе кишечной абсорбции витамина Д. 

1. Введенный через рот витамин Д абсорбируется главным 
образом в тонком кишечнике. Вопрос о месте преимуществен- 
ного всасывания витамина Д в пределах тонкого кишечника 
является в настоящее время дискутабельным. 

2. Абсорбция витамина Д происходит при непосредствен- 
ном участии желчных кислот. Желчь играет основную роль 
во всасывании витамина Д в кишечнике. 
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3. По-видимому, кишечная абсорбция витамина Д не 
приводит к каким-либо существенным изменениям химиче- 
ской структуры молекулы витамина. 

4. Абсорбция витамина Д осуществляется через лимфати- 
ческие каналы. Из лимфы витамин Д в конечном счете попа- 
дает в кровеносную систему. 

5. В норме всасывается значительная часть принятого ви- 
тамина. 


Транспорт витамина Д 


Исследование транспорта витамина Д 
в крови является одним из интересных, успешно разрабаты- 
ваемых в последние годы, вопросов в изучении метаболизма. 
витамина Д. Успехи в этой области также связаны с приме- 
нением радиоактивных препаратов витамина Дз, усовер- 
шенствованием методов экстракции и анализа тканевых 
экстрактов. 

Большинство литературных данных свидетельствует, что 
витамин Д и его метаболиты транспортируются в крови в 
виде комплекса с глобулинами и липопротеидами. Иссле- 
дования с применением больших доз нерадиоактивного вита- 
мина, биологического тестирования для определения его в 
тканях и агарового гель-электрофореза для разделения бел- 
ковых фракций показали, что Д-витаминная активность 
крови людей связана с о/- и 92- глобулиновыми фракциями. 
Подобные данные были получены и при использовании им- 
мунофоретического метода для фракционирования плаз- 
менных белков у людей, получавших витамин Дз (Ау101 а. 
офВ., 1968). Несколько иные результаты были получены в 
эксперименте на крысах (Сва\к, Код1сек, 1961). Последние 
обнаружили, что при инкубации радиоактивного витамина 
Д. в сыворотке крови крыс радиометка определяется в 02- 
глобулиновой и альбуминовой фракциях. 

Последующие исследования в этой области показали 
важную роль липопротеидов крови в транспорте витамина 
Д (ЗсВасвфег а. оф®., 1964; СВеп, Гапе, 1965; ВаККегз, Ое Тл1- 
са, 1967). В частности, было показано, что при инкубации 
сыворотки рахитичных крыс с радиоактивным витамином 
или непосредственно после инъецирования 1,2-Н3З-витами- 
на Дз или 22,23-Н3-витамина Да в кровяное русло 47—56% 
радиоактивности связывалось липопротеидами, а остальная 
‘часть о2-глобулинами крови (ВАККегз, Фе Тиса, 1967). По- 
добные результаты были получены в экспериментах ш уйЦтго 
при добавлении Н3-витамина Дз в концентрации 2 у/100 мл 
к сыворотке крови собак (Среп, Гапе, 1965). При этом доля 
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связываемого витамина с липопротеидами увеличивалась 
при повышении его концентрации в сыворотке крови. 

Определенный интерес представляют данные, что после 
внутривенного введения меченого Н3З-витамина Дз собакам 
некоторое количество радиоактивности (2—4,4\) локали- 
зовалось в эритроцитах (Свеп, Гапе, 1965). Возможно, опре- 
деленную роль в транспорте витамина Д играют и формен- 
ные элементы крови. 

Интересные сведения получены при сравнительном изу- 
чении связывания витамина Д белковыми фракциями кро- 
ви через различные промежутки времени после введения в 
организм радиоактивных препаратов витамина Д (Е1ККегз, 
е Гмса, 1967). Оказалось, что с течением времени после 
внутривенного инъецирования крысам меченых витаминов 
Дз и Д. происходит прогрессивный сдвиг радиоактивности 
от липопротеидов к фракции а2-глобулинов. Связывание ви- 
тамина о-глобулиновой фракцией скорее зависит от време- 
ни, прошедшего после введения препарата, чем от его дозы. 
На основании этих данных авторами высказано предполо- 
жение, что именно 92-глобулиновая фракция является ос- 
новным транспортным белком для витамина Д и его мета- 
болитов. По-видимому, после кишечной абсорбции через 
лимфатическую систему витамин Д в связанной с хиломи- 
кронами и липопротеинами форме поступает в печень, где в 
результате некоторых специфических воздействий связыва- 
ется с 92-глобулиновой фракцией и током крови транспор- 
тируется к тканям организма (Ое Глса, 1967). 

Этими же исследователями в дальнейшем более подроб- 
но изучены вопросы связывания радиоактивных витаминов 
ДЬ, Дз и Д. сывороточными белками крыс с применением ме- 
тода полиакриламидного дискового электрофореза для 
фракционирования белка (Е14ККетз а. о%1., 1969). Убедитель- 
но доказано, что с течением времени возрастает количество 
связанного с глобулинами витамина Д, а доля витамина в 
липопротеиновой Фракции убывает (табл. 2). Глобулин в 
большей степени связывал витамин Д:. Эти данные показы- 
вают, что глобулин, связывающий витамин Дь, обладает 
намного большей комплементарностью к витамину Дз, чем 
к витаминам Д_ и Д.. 

Природа связи между молекулой витамина Д и сыво- 
роточными белками еще не ясна. Однако предварительные 
исследования показали довольно высокую устойчивость 
этой связи (СВеп, Гапе, 1965). Обработка трихлоруксусной 
кислотой, экстракция изооктаном, хлороформом и дихлорэ- 
таном не разрушает связи между оывороточными белками 
и витамином Д. Эфир экстрагирует только 3,8%, а этилаце- 
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Таблица 2 


Связывание витамина Д сывороточными белками 
(ЕВ1ККег$ а. о{В., 1969) 














Белье в: Время определения, мин 
15 | 9 | 150 
Гамма-глобу-| Д, | 42,8+1,3 | 54,2+1,1 | 66,3+=16,4 
лин Дз 81,7=4,4 | 90,0+1,1 | 92,1-4,8 
4 44,0+0,8 56,9+2,6 
Липопротеин | Д., | 20,0+5,5 | 17,3-2,0 | 13,2-+2,5 
(высокая плот-| Дз БЕЛЬЯ, 1,5=0,7 1,3-0,6 
ность) Д. | 14,641,5 8,4-2,0 
Липопротеин д. 15,1+3,6 10,9=1,0 8,6-2,2 
(низкая плот- Дз 4,9+0,6 1,6-0,8 2,7-2,0 
ность) д. 15,4=0,4 5,0-1,0 


Примечание. Данные выражают процент от радиоак- 
тивности сыворотки после введения крысам меченых препа- 
ратов витамина Д. 


тат — 30,4% витамина Д, связанного с белками. Полное 
извлечение витамина достигнуто лишь после предваритель- 
ного щелочного гидролиза белка. 

Существенную роль в связывании витамина глобулином 
сыворстки, по-видимому, играет боковая цепь витамина. 
Малейшее изменение структуры боковой цепи отражается 
на способности белка связывать витамин Д. Гидроксильная 
группа в боковой цепи витамина повышает его сродство с 
белком (ВАККетз а. о®., 1969). Исходя из этих соображений 
авторы предполагают, что возрастающая со временем спо- 
собность глобулиновой фракции связывать витамин Д обус- 
ловлена образованием из молекулы витамина оксиформ, об- 
наруженных в последнее время (Ре Глса, 1969 и др.). 


Комплекс витамина Д с белком представляет собой ста- 
бильное, не проходящее через ультрафильтры, соединение 
(Сва\&, Кобсек, 1961; ВакКегз, Ое Гаса, 1967). Эта связь, 
вероятно, предохраняет молекулу витамина от распада и 
делает невозможным его экскрецию с мочой. В связи с этим 
можно предположить, что большее сродство витамина Дзе 
белком-переносчиком по сравнению с витаминами Ди Д. 
(ВЛЕКегз а. о®., 1969) может иметь отношение к их биоло- 
гической активности для различных видов животных. Ви- 
тамины До и До, обладая менышим сродством с сывороточ- 
ным глобулином, возможно, быстрее разрушаются и выво- 
дятся из организма. В этом отношении представляют инте- 
рес результаты сравнительного исследования скорости выве- 
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дения витаминов До и Дзиз различных органов ([ите а. о, 
1967). Оказалось, что радиоактивный витамин До, введен- 
ный рахитичным цыплятам, намного быстрее, чем витамин 
Дз, исчезает из крови, костной и мышечной тканей, что, оче- 
видно, обусловлено большей скоростью деградации молеку- 
лы витамина До у цыплят. 

Указанные данные, полученные при применении разных 
препаратов витамина Д у различных животных и людей, 
убедительно показывают, что витамин Д транспортируется 
в крови не в свободном состоянии, а в связанной с сыворо- 
точными белками форме. Основными транспортными белка- 
ми для витамина Д, по-видимому, являются глобулины. 
Биологическое значение этих наблюдений пока еще не выяс- 
нено. Вероятно, связывание витамина Д сывороточными 
белками предохраняет его молекулу от метаболических 
деградаций и выполняет важную роль в транспорте витами- 
на Д и его метаболитов к специфическим рецепторным мо- 
лекулам органов-мишеней, что, в конечном счете, является 
необходимым условием для проявления нормального фи- 
зиологического эффекта. В будущих исследованиях приро- 
да связи витамина с белком будет изучена более глубоко и 


более полно раскрыта биологическая сущность данного яв- 
ления. 


Выделение витамина Д 
и его метаболитов из организма 


Первые же исследования, проведенные 
по изучению витамина Д, показали, что основным экскре- 
торным путем витамина Д является печень (Неушапп, 1936). 
Были проведены эксперименты с применением больших доз 
витамина и определением наличия в желчи Д-витаминной 
активности с помощью биологического теста. Несколько 
позднее обнаружили, что другим путем элиминации витами- 
на Д является кишечная стенка (Неутапи, 1937). Данные 
находки, несомненно, сыграли важную роль в развитии ис- 
следований метаболизма витамина Д. Однако отсутствие 
эффективных методов определения витамина Д в биологи- 
ческих средах и ряд других причин тормозили проведение 
точных исследований по выделению витамина Д. Кроме то- 
то, используемые методы не давали сведений о неактивных 
метаболитах витамина Д. Для установления природы выде- 
ляемого продукта были необходимы надежные методы раз- 
‚деления витамина Д, его метаболитов и их химической иден- 
тификации. 
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Дальнейшие исследования подтвердили предположение 
Неутапи, и сейчас не вызывает сомнения, что основная 
часть витамина Д элиминируется с калом, хотя небольшое 
количество его обнаруживается в моче. В частности, Ко сек 
и АзБЪу (1960а) извлекли из кала и кишечного содержимо- 
го 59,4% от парентерально введенной дозы витамина Д. В 
экспериментах на крысах через 48 час после внутривенного 
зведения меченых препаратов витамина Д до 30% радиомет- 
ки обнаруживалось в желчи (МеуШе, Пе Глса, 1966). В то 
же время у больных с фистулой желчного протока, т. е. при 
исключении попадания желчи в кишечник, наблюдалось 
почти полное отсутствие витамина в кале и значительное его 
содержание в желчи (Ау101 а. о%Н., 1967). Таким образом, 
важность роли желчи в экскреции витамина Д очевидна. 

Другим не менее важным вопросом является определе- 
ние скорости элиминации витамина Д. Оказалось, что до 
17% от введенного внутривенно витамина Д в дозе 0,25 мкг 
(10 МЕ) появляется в кале крыс в пределах 48 час, в то вре- 
мя как после орального введения 500 МЕ Н3-витамина Дз в 
кале и кишечном содержимом обнаружено до 35,5% радио- 
активности (Фе Тщса, 1967). 

По-видимому, следует отдать предпочтение результатам, 
полученным при парентеральном введении витамина, так 
как определенное количество принятого через рот витамина 
выделяется с калом, не всасываясь в кишечнике. Интересно 
сопоставить эти данные с результатами экспериментальных 
исследований МеуШе и Ре Тмса (1966), в которых было обна- 
ружено, что через 48 час после внутривенного инъецирова- 
ния 10 МЕ Н?3-витамина Д; крысам с фистулой желчного 
протока в извлекаемой желчи локализовалось до 10—20% 
радиоактивности. Содержание витамина в желчи и кале за 
равный промежуток времени после введения одинаковой 
дозы одному и тому же виду животного (крысам), как вид- 
но, коррелируется между собой. Это дает возможность пред- 
положить, что кишечная реабсорбция эндогенного витами- 
на, поступающего с желчью, по-видимому, или не имеет 
места, или играет незначительную роль в метаболизме ви- 
тамина Д. 

Как экспериментальные работы, проведенные на крысах 
{Могтап, Ое Глса, 1963), так и исследования на людях (А\1ю- 
Ца. оёй., 1967) показали, что в отличие от желчи и кишеч- 
ного содержимого в моче концентрируется лишь незначи- 
тельное количество радиоактивности после введения мече- 
ных препаратов витамина Д. Однако некоторые отличия 
имеются в количественной характеристике результатов этих 
исследований. У крыс (Могтап, Бе Гиса, 1963) в пределах 
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24—48 час экскретируется с мочой только 1—2%, а у лю- 
дей (Ау1о| а. о{В., 1967) — до 2—4% радиоактивности от 
введенной дозы меченого витамина Д. Тем не менее эта раз- 
ница небольшая, а абсолютное содержание витамина (или 
его метаболитов) в моче намного ниже, чем в желчи. Оче- 
видно, выделение витамина Д с мочой не представляет собой 
основной путь его элиминапии. 

Имеются данные (Ау1о а. офВ., 1967), что время полу- 
выведения меченого витамина Д; у здоровых людей состав- 
ляет приблизительно 20—30 час. Однако несколько позд- 
нее появилось сообщение (Маужег а. офВ., 1969), что витамин 
Д выделяется медленнее. Последние авторы установили су- 
ществование более быстрой фазы экскреции витамина Д в 
начальный период после его введения в организм, за кото- 
рым следовала фаза медленной элиминации биологически 
активного метаболита, образующегося из витамина Д., с 
периодом полувыведения 18—31 день. В последующем эти- 
ми же исследователями (ГишЪ а. оф®., 1971) было показано, 
что время полувыведения витамина Д. после применения 
его в различных количествах может достигать нескольких 
месяцев. В названных экспериментах об элиминации вита- 
мина Д судили в основном по исчезновению радиометки из 
плазмы крови после введения меченого витамина Д. Однако, 
исходя из данных Козепзге1сЬ и сотр. (1971), основным ме- 
стом «хранения» витамина Д является жировая ткань, а 
скорость исчезновения радиометки из данной ткани после 
введения крысам 4-С'‘-витамина Дз наименьшая (по сравне- 
нию с другими исследованными тканями: кровь, печень, 
почки, мозг, кожа, мышцы, костная ткань и все отделы тон- 
кого кишечника), следовательно, можно ожидать, что в дей- 
ствительности время полувыведения витамина Д значитель- 
но длиннее. 

Результаты этих экспериментов подтверждаются более 
ранними исследованиями, в которых было показано, что в 
течение нескольких месяцев после введения однократной 
дозы витамина Д сохраняется его биологический эффект 
(Могёап, 561110%011, 1943; диафегтап а. офВ., 1964), а время 
полуисчезновения Д-витаминной активности из плазмы кро- 
ви людей после введения им высоких доз витамина Д со- 
ставляет приблизительно 4 месяца  (\УУатрапу а. офВ., 
1942). 

Одним из неполностью выясненных вопросов, как указы- 
валось выше, является неодинаковая чувствительность раз- 
личных видов животных к препаратам витамина Д. Естест_ 
венно предположить наличие связи данного явления с 
особенностями метаболизма витамина д. Некоторые объ- 
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яснения механи 
еде зма данного различия появились в послед- 
Известно, что витамин Дз обладает антирахитической 
активностью для цыплят приблизительно в 10 раз большей 
чем витамин До, в то время как оба витамина идентичны по 
отношению к крысам. Была выявлена определенная зависи- 
мость между биологической активно- 
стью этих витаминов и скоростью их 
элиминации из организма. После 
внутривенного введения 10 МЕ или 
С\-витамина Д› или 1,2-Н3-витами- 


дозь! 





на Д. рахитичным цыплятам было ’д 
обнаружено, что многие органы быст- Е 
ро усваивают как С\-, так и Нз-вита- ° 
мины (Гоше а. офВ., 1967). Однако 3 
меченый С\-препарат быстрее исчеза- „2 
ет из крови (рис. 2 )и в большем коли- 160 24 


честве, чем НЗ-витамин Дз, он появля- Время (часы) 
ется в желчи, кишечном содержимом 


и кале, т. е. быстрее выводится из ор- Рис. 2. Динамика исчез- 
ганизма. новения радиоактивно- 
> сти из крови рахитич- 

Подобно меньшей чувствительно- ных цыплят после внут- 


сти цыплят к витамину Дь, витамин Да ривенного введения им 
обладает менышей биологической ак- 0,25 мкг 1,2-Н®витами- 
на Дз или 0,25 мкг Си- 
тивностью для крыс, чем витамины витамина До (Наше а. 
До и Д.. При сравнении обмена 1,2- о4в., 1967). 
'НЗ-витамина Дзи 22,23-Н3-витамина 
Д: у крыс было обнаружено, что многие органы вначале оди- 
наково хорошо усваивают витамины Дзи Да, нозатем Н3-вита- 
мин Д. быстро исчезает из крови, костной и мышечной тканей 
исповышенной скоростью по сравнению с витамином Дз вы- 
деляется скалом через желчь (РеГлса, 1967). Сниженная 
чувствительность крыс к витамину Д., таким образом, кор- 
релирует с его быстрой элиминацией. Эти данные подтверж- 
даются результатами исследований МеуШе, Ое Гиса (1966), 
которые в эксперименте на крысах с фистулой желчного 
протока обнаружили, что до 30% радиометки от внутривен- 
но инъецированного меченого витамина Д. в дозе 10 МЕ 
выделяется с желчью в течение 48 час, а в случае с подоб- 
ной дозой 1,2-НЗ-витамина Д.в желчи обнаруживается лишь 
10—20% меченого препарата. 
В этих экспериментах убедительно показан сам факт, 
что менышая чувствительность к определенному препарату 
витамина Д связана с более быстрым его выведением из ор- 
танизма. Механизм такой избирательности пока еще не вы- 
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яснен полностью. Однако в последние годы в связи с более 
Успешным изучением метаболитов витамина Д получены 
данные, вносящие некоторую ясность в понимание природы 
различной чувствительности животных к витаминам груп- 
пы Д. Оказалось, что «различение» цыплятами витаминов 
До и Дз происходит на уровне разрушения биологически ак- 
тивных метаболитов, образующихся в организме из витами- 
на Д (ГгезеВег а. обв., 1969), которые в дальнейших исследо- 
ваниях были идентифицированы как 25-оксиформы вита- 
минов Д› и Д.. Метаболит (25-оксиэргокальциферол), 
образованный из витамина До, почти не активен в опыте на 
цыплятах, быстро разрушается и выводится. В последнее 
время появляется все больше сообщений, что 25-оксиформа 
витамина Д является не единственным биологически актив- 
ным метаболитом. Выявлен ряд других, обладающих ткане- 
вой специфичностью, метаболитов. Дальнейшие исследова- 
ния с учетом особенностей обмена этих биологически актив- 
ных форм витамина Д, возможно, помогут выявлению более 
конкретных деталей в механизме «различения» животными 
препаратов витамина Д. 

К сожалению, до сих пор еще не полностью идентифи- 
цированы метаболиты, обнаруженные в желчи, кале и моче. 
Однако имеются данные, что витамин Д выделяется не в 
свободном состоянии. При фракционировании желчи с по- 
мощью тонкослойной хроматографии после инъецирования 
крысам меченого С\- витамина Д было показано, что ра- 
диоактивность связана с конъюгатами желчных кислот 
(Ве|, Втуап, 1965). Обработка желчи В-глюкуронидазой при- 
водит к высвобождению витамина Д (Ау1оН а. офВ., 1967). 
По-видимому, выделение витамина Д с желчью происходит 
в виде глюкуронидов. 

В моче основная часть витамина Д содержится в виде 
биологически неактивного водорастворимого компонента 
(Ауой а. офв., 1967). Даже после обработки В-глюкуронида- 
зой и кислотного гидролиза мочи значительная часть моче- 
вого компонента витамина Д остается в водорастворимом 
состоянии. У больных циррозом печени наблюдается сниже- 
ние выведения глюкуронидов витамина Д; с мочой (Ау1о11 
а. офн., 1967). Очевидно, печень является местом образова- 
ния этого соединения. 

Таким образом, выделение витамина Д с калом представ- 
ляет основной путь его элиминации. Небольшое количество. 
витамина Д выделяется с мочой и, возможно, непосредствен- 
но самой кишечной стенкой. Витамин Д экскретируется: 
главным образом в виде конъюгатов желчных кислот. Ско- 
рость выделения витамина Д сравнительно невысокая. 1 
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Тканевое распределение витамина Д 


ы] Для исследования природы взаимо- 
действия витамина Д на клеточном, субклеточном и моле- 
кулярном уровне прежде всего необходимо знать его орган- 
ную и тканевую локализацию. Наиболее ранние эксперимен- 
ты в этой области провел Неутшапп (1937), который после 
введения кроликам больших количеств витамина Д (200000 
МЕ) с помощью биологического метода определял Д-витамин- 
ную активность в различных тканях и впервые обратил вни- 
мание на то, что витамин Д распределяется по многим орга- 
нам и тканям. Однако он не сделал попыток количественно 
определить содержание витамина в тканях, по которому 
можно было бы судить о проценте усвояемости витамина 
различными тканями по отношению к введенной дозе или о 
какой-либо преимущественной тканевой локализации вита- 
мина. Это вполне понятно, поскольку в то время еще не бы- 
ло достаточно чувствительных методов определения вита- 
мина Д, а метод биологического определения был довольно 
громоздким и занимал много времени. 


Дальнейшие исследования в этой области носили в ос- 
новном количественный характер и были направлены на 
определение способности тканей аккумулировать введенный 
витамин Д. После однократного введения массивных доз 
различных форм витамина Д у собак его антирахитическая 
активность обнаруживается в печени, почках, легких, селе- 
зенке, кишечнике, мозгу, костной ткани, мышцах, сердце, 
коже и волосах (Мотгап, БЗе№1тофо11, 1943). Подобное рас- 
пределение витамина наблюдается и у крыс после введения 
им больших количеств эргокальциферола (Сллускэвапк а. 
ов., 1953; 1954;Хвуль, 1960). В зависимости от дозы и пути 
введения в тканях обнаруживается от 10% (Мотдап, Бевито- 
{от1, 1943) до 25% (Стиекзвапк а. о%В., 1953, 1954) приня- 
того витамина Д. Депонирование витамина Д было одинако- 
во хорошо выражено как при однократном, так и при дли- 
тельном его введении (Хвуль, 1960). 

Имеются данные, что аккумуляция витамина Д тканя- 
ми зависит от обеспеченности им организма. Рахитичные 
животные усваивают большее количество витамина от вве- 
денной дозы, чем животные, предварительно получавшие 
витамин Д (ВашЪета а. о{п., 1960; Могтап, Ое Гиса, 1963). 
Позднее было обнаружено, что кости рахитичных крыс по- 
глошают больше витамина Д, чем кости крыс с нормальным 
содержанием витамина. По-видимому, это обусловлено или 
снижением скорости абсорбции, или повышенным выделе- 
нием витамина при достаточной обеспеченности им, или 
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повышенной способностью тканей рахитичных животных к 
аккумуляции витамина Д, что, возможно, является резуль- 
татом приспособительной реакции организма, поскольку 
для него нежелательны как недостаток, так и избыток дан- 
ного витамина. 


Таким образом, первоначальные исследования по тка- 
невому распределению показали, что витамин Д локализу- 
ется почти во всех органах. Предпочтительной локализации 
витамина в каком-либо органе обнаружено не было. Подоб- 
ные данные в этих работах, по-видимому, и не могли быть 
получены, так как специфическое связывание витамина, ве- 
роятно, можно наблюдать при введении его в организм в 
физиологических дозах. 

В связи с отсутствием достаточно эффективных физиче- 
ских или химических методов определения малых коли- 
честв витамина было почти невозможно изучить метабо- 
лизм витамина Д, применяемого в физиологических дозах. 
Биологическое определение витамина Д связано с необходи- 
мостью введения его в довольно больших количествах. Есте- 
ственно, этот метод оказался также непригодным для де- 
тальных исследований субклеточного распределения вита- 
мина, не говоря уже о том, что он не дает никаких сведений 
о биологически неактивных метаболитах витамина Д. Не- 
сомненно, что успехи, достигнутые к настоящему времени в 
области изучения обмена витамина Д, в значительной сте- 
пени обусловлены приготовлением его радиоактивных пре- 
паратов. 

Необходимо отметить, что первоначально синтезирован- 
ные радиоактивные препараты витамина Д (Наушга, Вой, 
1954; Кодек, 1956; ВшЪетга а. оВ., 1960; ЗсваЦеззег, 
1960 и др.) обладали слишком низкой удельной активно- 
стью, что затрудняло их определение в тканях после предва- 
рительного введения витамина в физиологических дозах. 
Поэтому они вводились в довольно значительных количест- 
вах и результаты исследований с применением этих препа- 
ратов лишь подтвердили данные, полученные с использова- 
нием нерадиоактивного витамина а и не внесли существен- 
но нового в уже известные представления о тканевом рас- 
пределении витамина Д. 

Только с получением меченого витамина Дс высокой 
удельной активностью стало возможным применение вита- 
мина в небольших количествах для последующего определе- 
ния его в тканях, что дало возможность подробно исследо- 
вать тканевую локализацию физиологических доз витамина. 
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После введения меченых препаратов витаминов Д› и Д, 
в дозе 500 МЕ как у крыс (Могтап, Ое Гласа, 1963), так иу 
цыплят (Начззег, Могтап, 1967) значительное количество 
радиоактивности обнаруживается во многих тканях уже в 
пределах одного часа. Однако независимо от пути введения 
(энтерально или парентерально) большая доля радиоактив- 
ности наиболее быстро аккумулировалась печенью. Затем 
следовал период спада концентрации метки в печени с одно- 
временным относительным повышением количества мече- 
ного препарата в крови. Эти данные подтверждаются также 
результатами наших исследований (Тажибаев, 1972). В 
частности, мы обнаружили, что через 4 час после введения 
интактным крысам 600 МЕ 1,2-Н3-витамина Дз наибольшая 
концентрация радиометки локализуется уже не в печени, а 
в крови. При этом способность тканей ассоциировать мече- 
ный витамин Д. уменьшалась в последовательности: 
кровь — селезенка — печень — слизистая тонкого кишеч- 
ника — почки — легкие — кожа — тимус — мышечная 
ткань. 

Исчезновение НЗ из плазмы после внутривенного инъе- 
цирования 10 МЕ 1,2-Н3-витамина Дз авитаминозным кры- 
сам соответствовало кривой, характеризующейся первона- 
чальным резким падением с последующим небольшим подъ- 
емом с максимумом приблизительно через 3 час, а затем 
медленным снижением (Ропсвоп, Ое Тлса, 1969). Подъем 
радиоактивности в плазме совпадал с резким снижением ее 
в печени и появлением метаболитов витамина Д в плазме. 

Подобные данные получены в дальнейшем многими ис- 
следователями в экспериментах с применением 10 МЕ или 
меныших количеств 1,2-НЗ-витамина Дз (МеуШе, Ре Гиса, 
1966), 22,23-Н3-витамина Да (Ре Гиса, 1967) и С"“-витамина 
Д. (Паме а. офЪ., 1967). Максимальную концентрацию ра- 
диоактивности в печени находили при этом уже в пределах 
нескольких минут после введения меченого витамина с пос- 
ледующим быстрым уменьшением количества метки через 
24 час и очень медленным снижением после этого времени. 

АуУ1о с сотр. (1967) путем определения Н3-витамина 
Д. в сыворотке после внутривенного введения его здоровым 
людям также обнаружили двухфазную кривую пребывания 
витамина Д в крови. 

Результаты этих исследований дали возможность пола- 
тать (Ре Глса, 1967 и др.), что витамин Д вначале аккумули- 
руется печенью, которая принимает участие в метаболиче- 
ских превращениях витамина, а затем уже током крови 
разносится к другим тканям. С другой стороны, эти иссле 
дования способствовали направленному изучению метабо- 
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лизма витамина Д. Так, в последующем было установлено, 
что молекула витамина Д преобразуется в печени в 25-окси- 
форму, являющуюся биологически активным метаболитом. 
Кроме того, в печени витамин Д, по-видимому, связывается 
с транспортными белками и в виде подобного комплекса 
попадает снова в кровяное русло. 

Изучение метаболизма радиоактивного витамина Д ме- 
тодом авторадиографии показало, что метка локализуется 
в купферовых клетках печени, эпителиальных клетках ки- 
шечных ворсинок (Ко@1сек, 1960), проксимальных каналь- 
цах почек (Код1сек а. офВ., 1961) и сарколеммах мышц (Ко- 
Ч1сек, 1963). 

Однако метод авторадиографии требует введения значи- 
тельного количества радиоактивного препарата и эти данные 
были получены при применении витамина в дозах 40000— 
80000 МЕ на крысу. При введении же физиологических доз 
витамин Д во многих органах локализуется в относительно 
небольших количествах (МеуШе, Ое Гаса, 1966). 


Заслуживает внимания обнаружение аккумуляции ви- 
тамина в хондроцитах эпифизов костей (Ко41сеЕ, ТВошрзоп, 
1965), так как последние являются основным местом отло- 
жения солей кальция в ответ на введение витамина д. 

Нужно отметить, что некоторые исследователи (Вао\1, 
Соппее, 1958 и др.) получили данные о нахождении значи- 
тельной доли введенного витамина Д в надпочечниках, на 
основании чего авторами было выдвинуто предположение 
об участии этих эндокринных желез в превращении витами- 
на в метаболически активную форму. Однако в последую- 
щем в экспериментах с применением радиоактивных прена- 
ратов витамина Д эти результаты не подтвердились (Могтап, 
Пе Гиса, 1963 и др.). Радиоактивность в надпочечни- 
ках после введения меченого витамина д оказалась незна- 
чительной. Кроме того, адреналэктомия не снимает фи- 
зиологическое действие витамина Д, и этот факт служит 
еще одним доказательством, что надпочечники не играюг 
важной роли в образовании метаболически активной формы 
витамина Д (боцпеПе, Каоц], 1964; Сзагпожзка-М1в2Аа1 а. 
о{й., 1966). : 

Весьма интересны наблюдения МЛукьяновой и Вендт 
(1965), которые обнаружили, что витамин Д депонируется 
в плаценте и передается через нее ребенку. Содержание 
витамина Д в плаценте при нормальной обеспеченности им 
организма беременной женщины довольно велико и состав- 
ляет приблизительно 2053 МЕ на 50 г плаценты. Аккумуля- 
ция витамина в плаценте зависит от обеспеченности им ор- 
ганизма матери. При симптомах, характерных для Д-гино_ 
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витаминоза, наблюдается очень низкое содержание вита- 
мина Д в плаценте, а при насыщении беременных женщин 
препаратами витамина Д (400000—600000 МЕ за 8— 
10 дней) содержание последнего в плаценте резко увеличи- 
вается и достигает 15000—20000 МЕ на 50 г плаценты. 

Недавно НаЯЯа4 и сотр. (1971) в эксперименте на крысах 
показали возможность плацентарного переноса не только 
витамина Дз, но и его обменно-активной формы — 25-окси- 
холекальциферола. Плацентарный перенос определяли по 
распределению радиометки после введения животным мече- 
ных препаратов витамина Дз и 25-оксихолекальциферола. 
Кроме того, авторы обнаружили полную идентичность 
хроматографических профилей жирорастворимых экстрак- 
тивных веществ из материнской плазмы и цельного 
плода. 

Таким образом, убедительно показан сам факт плацен- 
тарного переноса витамина Д от матери к плоду. Выявлено 
также, что значительная часть принятого витамина Ду бе- 
ременных аккумулируется в плаценте. По-видимому, это 
вызвано потребностью плода в витамине Д для обеспечения 
нормальной минерализации, роста и развития костной тка- 
ни. Очевидно, эти данные необходимо учитывать для про- 
филактики как недостаточности, так и передозировки вита- 
мина Д у беременных. 

Заслуживает внимания и вопрос о «хранении» витамина 
Д в организме. При этом обычно изучаются места преиму- 
пественного депонирования витамина Д и формы его «хра- 
нения». В связи с этим представляет интерес, что кровь со- 
держит значительное количество введенного витамина Д., 
Так, даже через несколько месяцев после введения высоких 
доз витамина Д кровь обладает выраженной Д-витаминной 
активностью (\МатКапу а. оф., 1942; @иазфегтап а. о1в., 
1964). Авторы высказали предположение, что кровь по срав- 
нению с другими компонентами организма имеет большее 
значение в «хранении» витамина Д. 

По данным Оеице! (1951), более вероятным местом «хра- 
нения» витамина Д у млекопитающих является печень. 
Последнее предположение согласуется с наблюдениями о на- 
личии высокой концентрации Д-витаминной активности в 
печени некоторых видов рыб. 

Однако недавние исследования, проведенные на крысах 
(Возепзге!сВ а. офЬ., 1971), свидетельствуют о важнои роли 
жировой ткани в «хранении» витамина Д. Авторы в течение 
двух недель ежедневно вводили крысам с недостаточностью 
витамина Д различные дозы 4-С'‘-холекальциферола (0,5, 
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5,0, 125 мкг), а затем в течение 3 месяцев определяли радио- 
активность и содержание витамина Д в разных органах и 
тканях. При этом было обнаружено, что: а) значительная 
концентрация радиоактивности при введении меченого ви- 
тамина Д локализуется в жировой ткани; 6) скорость выве- 
дения радиометки из жировой ткани значительно меньше 
по сравнению с другими тканями; в) к концу опыта наи- 
большая концентрация радиометки обнаруживалась в жи- 
ровой ткани; г) в жировой ткани значительная доля (около 
50%) радиоактивности приходилась на неизмененный вита- 
мин Дз, в то время как радиоактивность плазмы была обус- 
ловлена главным образом полярными метаболитами вита- 
мина Д. Исходя из этих данных, было сделано заключение, 
что основным местом «хранения» неизмененной формы вита- 
мина Д является жировая ткань. 

Естественно предполагать, что витамин Д, являясь од- 
ним из важных регуляторов гомеостаза кальция и фосфора, 
локализуется и оказывает свое действие в органах с вы- 
соким минеральным обменом, а именно в кишечнике, 
костной ткани и почках. Наиболее интересные в этом отно- 
шении сведения получены при изучении локализации фи- 
зиологических доз витамина Д в тканях рахитичных живот- 
ных. Тканевое распределение 10,7 МЕ 1,2-Н3-витамина Дз 
через 4 час после его введения рахитичным крысам пред- 
ставлено в таблице 3 (МеуШе, Ое Гаса, 1966). 

Оценка аккумуляции витамина различными органами в 
процентном отношении от введенной дозы показывает, что 
значительная доля витамина локализуется в печени, скеле- 
те, крови и мышечной ткани. Однако наиболее правильное 
определение специфичности локализации витамина Д в 
тканях может быть получено при вычислении количества 
аккумулированного витамина на число клеток (МеуШе, Ое 
Глса, 1966; Ое Гиса, 1967; Пизе а. оф®., 1967). Авторы пред- 
положили, что витамин Д или его метаболиты скорее откла- 
дываются в костных клетках, где он оказывает свое дейст- 
вие, чем во внеклеточной фракции кости. Учитывалось 
также различие локализации витамина в гладкой мускула- 
туре и слизистой оболочке тонкого кишечника. При этом об- 
наружено, что наибольшая концентрация витамина Д ак- 
кумулируется клетками костной ткани и слизистой тонкого 
кишечника. Данная находка, конечно, представляет боль- 
шой интерес, так как витамин Д оказывает свое преиму- 
щественное действие именно в этих тканях. 

Подобные результаты преимущественной локализации 
витамина Д в костной ткани и слизистой тонкого кишечни- 
ка обнаружили и другие исследователи (Наизет, Могтап, 
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1967). Через 24 час после 








Таблица 3 
Динамика распределения радиометки У крыс 
после внутривенного введения 1,2-Н3З-витамина Дза 
(МеуШе, Ое Глса, 1966) 


Ыб 


Радиоактив- 


Е Относительнаяб 
% от ВВОДЕниой радиоактивность 
а. 
Орган и ткань Дод: 


через 4 час после введения дозы 





Селезенка 1,04+0,17 3620 - 292 
Легкие 1;72-0,49 2739 +732 
Сердце 0,71+0,20 1409 - 358 
Кишечник (толстый) 0,35 0,03 813 +80 
Кишечник (тонкий) 1,78+0,07 2805 + 502 
Слизистая кишечни- 

кав 7113 
Почки 2,35-+0,19 2201 +441 
Кровьг 12,92 +19,6 22172 + 413 
Мышцых 8,61+2,75, 244-70 
Печень 28,59-2,04 5958 893 
Костие 26,783,8 501 +73 
Костные клеткиж 12525 
Содержимое тонкого 

кишечника 5,62-1,05 2881 +545 


Содержимое толстого 
кишечника -|- фека- 


лий 3,17 - 0,38 1010277 
Тотальная  фадиоак- 
тивность, % 93,6 


Примечание. аАКрысы содержались на рахитоген- 
ной диете в течение 3 недель; 1,2-НЗ-витамин Дз вво- 
дился внутривенно в дозе 10,7 МЕ. 6 Относительная 
радиоактивность выражена в имп/мин/100 мг сухого 
веса. Вычисления производили исходя из того, что 
в тонком кишечнике 30% сухого веса приходится на 
долю слизистой оболочки, а 70% — на долю мышеч- 
ной и соединительной тканей и что радиоактивность 
гладких мышц равна таковой скелетных мышц. 
гКровь составляет 6%, дмышцы — 30%, *скелет — 
15% веса тела. жПредполагалось, что 4% сухого ве- 
са костной ткани приходится на долю костных кле- 
ток, и витамин Д локализуется в костных клетках. 


внутривенного инъецирования 
5 МЕ Н3-витамина Дз скелет аккумулировал 0,40, тонкий 
кишечник — 0,12, печень — 0,16 и почки — 0,06 МЕ вита- 
мина. При введении физиологической дозы (15 МЕ) в сли- 
зистой тонкого кишечника локализовалось 0,4 МЕ витамина 
Дз. Приняв во внимание, что влажный вес клеток слизи- 
стой тонкого кишечника равен 3—4 г, авторы вычислили, 
что на 1 г клеток слизистой приходится 4,8—6,5Ж10- М 
витамина Дз. Если предполагать, что 0,75 клетки приходит- 





ся на 1 нг влажного веса слизистой кишечника, то количест- 
во витамина, аккумулированного одной клеткой, составляет 
приблизительно 3800—5100 молекул. Это означает, что 
столько же рецепторных молекул для витамина Д содержит 
одна клетка слизистой тонкого кишечника цыплят, хотя не 
исключена возможность неспецифического связывания оп- 
ределенной части даже этого количества витамина (Могтап, 
1968). 

Суммируя изложенные данные, можно сказать, что ви- 
тамин Д в течение короткого промежутка времени аккуму- 
лируется многими тканями, в том числе тканями, в кото- 
рых он оказывает свой физиологический эффект (слизистая 
тонкого кишечника и кости). Это время значительно короче 
латентного периода в действии витамина Д. Значит, вита- 
мин Д или, возможно, его биологически активные метаболи- 
ты достигают свои органы-мишени еще задолго до наблюда- 
емого биохимического или физиологического ответа, и, 
очевидно, латентный период в действии витамина не обус- 
ловлен задержкой усвоения его тканями. Однако результа- 
ты этих исследований показали важную роль печени в мета- 
болизме витамина Д. Анализ характера пребывания вита- 
мина Д в печени и крови дал возможность предположить, 
что печень, по-видимому, является местом образования био- 
логически активных метаболитов витамина, откуда они пос- 
ле высвобождения в кровь разносятся к тканям. Несомнен- 

но, эти исследования сыграли определенную роль в изуче- 
нии метаболитов витамина Д. В частности, в последующем 
были идентифицированы и выделены 25-оксиформы витами- 
нов группы Д, обладающие значительной биологической 
активностью и образующиеся в печени ферментативным 
путем. Однако хотя печень аккумулирует значительное ко- 
личество витамина Д непосредственно после его введения 
в организм, в последующем происходит быстрое высвобож- 
дение витамина из данного органа. К моменту проявления 
физиологического действия витамина уже не наблюдается 
какой-либо предпочтительной локализации его в печени. 
Витамин Д, введенный в организм как рахитичных, так 
и интактных животных в дозах, превышающих физиологи- 
ческую потребность в нем, одинаково хорошо распределяет- 
ся во многих тканях. Предпочтительной локализации вита- 
мина в органах, где он оказывает свое действие, при этом 
не выявлено, что, по-видимому, является отражением чрез- 
вычайно малой потребности этих органов в витамине Д и 
связывании его с нейтральными тканями после насыщения 
витамином органов-мишеней. Физиологические дозы вита- 
мина избирательно аккумулируются в клетках слизистой 
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кишечника и костной ткани рахитичных животных, оказы- 
вают на них свое преимущественное действие, и эти ткани, 
очевидно, являются мишенями для витамина Д. Связыва- 
ние излишних количеств витамина при употреблении его в 
массивных дозах органами, не являющимися мишенями для 
витамина Д, по-видимому, носит неспецифический характер. 


Субклеточное распределение 
витамина Д 
Циторецепция витамина Д 


Выяснение субклеточного распределе- 
ния витамина Д и его метаболитов создает предпосылки для 
более полного понимания его механизма действия на био- 
химическом и молекулярном уровне. Исследования в этом 
направлении предусматривают решение ряда важных воп- 
росов. Во-первых, представляет несомненный интерес, про- 
никает ли молекула витамина через клеточные и субкле- 
точные мембраны. Если да, то в каких субклеточных орга- 
неллах возможно его селективное накопление и имеет ли 
данный процесс тканевую специфичность. Во-вторых, важ- 
но выяснить, как скоро введенный рахитичным животным 
витамин аккумулируется органеллами, и имеет ли данный 
процесс отношение к латентному периоду в действии вита- 
мина Д. В-третьих, локализуется ли в субклеточных фрак- 
циях сам неизмененный витамин Д или его метаболическая 
форма. Разрешение всех этих вопросов имеет особую значи- 
мость, так как многие исследователи в настоящее время 
предполагают, что физиологическое действие витамина Д 
включает инициацию транскрипции генетической информа- 
ции в слизистой тонкого кишечника. 

Нужно отметить, что исследования субклеточного рас- 
пределения витамина Д проводились в основном с примене- 
нием его радиоактивных препаратов и тесно связаны как с 
получением меченого витамина. Д с высокой удельной ак- 
тивностью, так и с развитием методов фракционирования 
клетки и субклеточных органелл. В связи с очень незначи- 
тельной потребностью в витамине Д особо возрастает роль 
этих факторов в получении надежных результатов. Нера- 
диоактивные методы определения в субклеточных фракци- 
ях, даже самые чувствительные, требуют применения вита- 
мина Д в дозах, превышающих физиологическую потреб- 
ность в нем. 

Применив чувствительный метод газо-жидкостной хро- 
матографии для определения витамина Д, Мат и Васапа 
(1966) изучили распределение 8000—80000 МЕ витаминов 
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Д. и Д; в субклеточных фракциях печени, полученных пу- 
тем дифференциального ультрацентрифугирования. Оказа- 
лось, что менышие дозы витамина распределяются в ос- 
новном в супернатантной фракции, а более высокие дозы 
витамина относительно однородно локализуются во всех 
субклеточных фракциях. Несколько иные результаты полу- 
чил Ко@1сек (1963), который обнаружил, что через 24 час 
после введения 1 мг (40000 МЕ) меченого С'-витамина Д. 
наибольшая концентрация радиоактивности наблюдается в 
супернатантной фракции печени. Возможно, различия в ре- 
зультатах обусловлены тем, что первые проводили опреде- 
ления через 15 мин или 1 час после введения витамина. Хо- 
тя эти исследования проводились с применением нефизио- 
логических доз витамина Д и, по-видимому, не имеют 
принципиального значения для суждения о специфичности 
связывания витамина в определенных клеточных органел- 
лах, тем не менее они убедительно показывают, что в тече- 
ние незначительного промежутка времени молекула витами- 
на (возможно, его метаболита) проникает через клеточную 
оболочку и обнаруживается в ядерной, митохондриальной, 
микросомальной и цитоплазматической фракциях клеток 
печени. В дальнейшем результаты многочисленных иссле- 
дований (Могтап, Фе Гаса, 1964а, 6; Наиз$ег, Могтап, 
1967; Момас а. офВ., 1967; З$ойз, Ое Гаса, 1967; У!Пзоп 
а. оф\., 1967; Ое Гаса, 1969Ъ,с; Моттап а. офВ., 1969; СБеп 
а. офВ., 1970 и др.) с применением различных доз и препара- 
тов витамина Д убедительно показали, что данный витамин 
и его метаболиты в течение короткого промежутка времени 
после введения в организм аккумулируются ядерной, мито- 
хондриальной, микросомальной и супернатантной фракци- 
ями клеток печени, почек, слизистой оболочки тонкого ки- 
течника и костной тканью. 

При сравнительном изучении субклеточного распределе- 
ния 15, 50 и 500 МЕ Н3-витамина Дз в печени, почках, слизи- 
стой оболочке тонкого кишечника в течение различного 
промежутка времени было обнаружено, что физиологиче- 
ские дозы селективно аккумулируются ядрами клеток лишь 
слизистой тонкого кишечника (Начззег, Могтап, 1967). В 
ядерной, митохондриальной и микросомальной Фракциях 
печени и почек как физиологические, так и нефизиологи- 
ческие дозы витамина Д локализуются сравнительно одно- 
родно. Применение витамина в нефизиологических дозах 
приводит к уменьшению процента радиоактивности в ядер- 
ной фракции слизистой тонкого кишечника. 
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Таблица 4 


Субклеточное распределение 1,2-НЗ-витамина Дз 
в слизистой тонкого кишечника рахитичных крыс 
и цыплят* (З+оНз, Ое Гаса, 1967) 


с 


Процент от то- 





Фракция тальной радиоак- 
Препарат тивности гомоге- 
ната (МЕ т) 
Крысы 
Ядра 10 МЕ Н?3-вит. Ду 57,6+3,4 
Митохондрии| 10 МЕ Н3-вит. Дз 6,7+0,4 
Микросомы 10 МЕ Н3-вит. Дз 10,3+1,2 
Рибосомы 10 МЕ Н3-вит. Дз 0,6-0,2 
Супернатант 10 МЕ Н?3-вит. Дз 22,8-6,2 
Цыплята 
Ядра 10 МЕ Н?з-вит. Дз 52,1-8,4 
Ядра 50000 МЕ Н?3-вит. Дз 71,5+0,3 
Ядра 125 мкг вит. Дз** -- 18,0+1,6 
+ 10 МЕ Н?3-вит. Дз 
Ядра 125 мкг 1Т-дегидрохо- 46,6+4,9 
лестерин** -- 10 МЕ 
Н3-вит. Дз 
Ядра 125 мкг дигидротахи- 17,8+7,9 
стерин2** - 10 МЕ 
Н3вит. Дз 





Примечание. * 1,2-НЗ-витамин Дз вводили внутри- 
венно: крысам за 8 час, цыплятам за 12 час до за- 
боя. #* Нерадиоактивный витамин Дз, Т-дегидрохоле- 
стерин и дигидротахистерино вводили цыплятам дваж- 
ды по 62 мкг за 36 и 24 час до забоя. 


Подобная селективность в аккумуляции физиологиче- 
ских доз витамина Д ядерной фракцией слизистой тонкого 
кишечника убедительно показана и в других исследованиях 
(Зфонз, Ре Гмса, 1967; Пе Тлса, 1969а, Ъ, с). Так, было вы- 
явлено, что после введения 10 МЕ 1,2-НЗ-витамина Дз рахи- 
тичным крысам и цыплятам около 60% радиометки гомо- 
гената слизистой тонкого кишечника локализуется в ядер- 
ной фракции (табл. 4). Увеличение дозы 1,2-НЗ-витамина Дз 
так же, как предварительное введение нерадиоактивного 
витамина Дз или его аналога (дигидротахистерин.о), приво- 
дило к уменьшению процентного содержания радиометки в 
ядрах слизистой кишечника. Предварительное применение 
1-дегидрохолестерина, не обладающего Д-витаминной ак- 
тивностью, не оказало заметного влияния на включение мет- 
ки в ядерную фракцию. Эти данные могут свидетельствовать 
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Таблица 5 


Субклеточное распределение 1,2-Н3-витамина Дз, 
введенного интактным крысам внутривенно 
в дозе 600 МЕ за 4 час до забоя 
Процент от тотальной радиоактивности томоге- 
ната 


Фракция Слизис- 


тая тон-| Печень Почка Тимус | Селезен- 
кого ки- ка 
шечника 


16,5+1,315,2-1,1| 7,6-2,0] 5,2-0,7 
Следы Следы 

0 0 
9,5-1,2 7,7 
10,7=0,8, 7,9 
61,2-7,466,6 


Ядра 
днп 
днк 
Митохондрии 12, 
Микросомы |11, 
Супернатант |37, 


© 
ст 9 


юж _ю-ы 


0,1111,5-+0, 
0,513,4 1, 
9,169,6=3, 


1, 
1, 
4, 


8,9 
7,6 
75,8 


‚ 
’ 
Ю 


НН: Н- 
но >ь- 
д © 94 





о наличии специфических рецепторных локусов для вита- 
мина Д в ядрах слизистой тонкого кишечника, которые спо- 
собны аккумулировать лишь определенное число молекул 
витамина Д и насыщаются им при применении последнего 
в более высоких дозах. 

Нами было изучено субклеточное распределение 1,2-Н3З- 
витамина Дз в различных тканях у интактных крыс. Мече- 
ный витамин вводили в дозе 600 МЕ за 4 час до забоя. Ана- 
лиз распределения радиометки в субклеточных фракциях 
слизистой тонкого кишечника, печени, почки, тимуса и се- 
лезенки показывает (табл. 5), что значительное количество 
меченого витамина Д обнаруживается в ядерной фракции 
только слизистой тонкого кишечника. Во всех других иссле- 
дованных органах основная часть витамина Д локализует- 
ся в супернатанте. Введение меченого витамина Дз в дозе, 
превышающей физиологическую потребность в нем, интакт- 
ным животным, обеспеченным витамином Д, привело к 
уменьшению процентного содержания радиометки в ядер- 
ной фракции слизистой тонкого кишечника по сравнению 
с данными, полученными в опытах на рахитичных живот- 
ных. Следовательно, с увеличением дозы витамина Д или 
при введении последнего животным на фоне нормального 
Д-витаминного статуса происходит нивелирование картины 
специфической аккумуляции витамина Д. 

Локализация значительного количества меченого вита- 
мина д в цитоплазматической Фракции печени, почки, ти- 
муса и селезенки обусловлена, по-видимому, неспецифиче- 
ским связыванием «излишних» количеств витамина Д, по- 
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скольку названные органы не являются мишенями его 
действия. Однако субклеточное распределение витамина Д в 
названных органах не является идентичным: в ядерной 
фракции печени и почки аккумулируется значительно боль- 
шее количество меченого препарата, чем в ядрах тимуса и 
селезенки. Возможно, эти различия связаны с тем, что пе- 
чень и почки, как выяснилось недавно, являются местом 
трансформации молекулы витамина Д в обменно-активные 
формы. 

Интересен вопрос о локализации витамина Д в пределах 
ядер слизистой кишечника. В связи с предполагаемым дей- 
ствием витамина Д на уровне генома важно, естественно, 
выяснить, проникает ли он через ядерную мембрану или 
локализуется в последней. Разрешение этого вопроса тесно 
связано с развитием надежных методов субфракционирова- 
ния ядер и методов контроля чистоты полученных Фрак- 
ций. 

Исследования, проведенные Зфюз и Ое Гаса (1967) с при- 
менением 1,2-Н3-витамина Дз с высокой удельной активно- 
стью (26000—160000 имп/мин/МЕ) показали, что основная 
часть витамина Д, локализованного в ядерной фракции сли- 
зистой тонкого кишечника крыс и цыплят, связана с ядер- 
ной мембраной. Это заключение было сделано авторами на 
основании того, что ядерная фракция, не очищенная от на- 
ружной ядерной оболочки, содержит основную часть радио- 
активности гомогената слизистой кишечника, в то время 
как ядра, подверженные очистке от ядерных мембран, ли- 
шаются значительного количества радиоактивности. В 
частности, неочищенная фракция ядер содержала около 
60%, а ядра, очищенные от мембран в процессе изолирова- 
ния их в 1% растворе лимонной кислоты (МатзКу, РоШз$ег, 
1946) или в 2,3 М растворе сахарозы с 1% тритоном Х-100 
(В1оъе1, Ройег, 1966),— соответственно лишь 12 и 22 Ф ра- 
диометки (табл. 6). 

При обработке ядер лимонной кислотой (Ситг а. о\\., 
1963) и тритоном Х-100 (В1оЪе!, РоЦег, 1966), как известно, 
удаляется наружная ядерная мембрана. Ядра, изолирован- 
ные в 2,3 М растворе сахарозы без добавления лимонной 
кислоты или тритона Х-100, сохраняют наружную мембра- 
ну и имеют значительную радиоактивность. Таким образом, 
авторы пришли к заключению, что основным местом лока- 
лизации витамина Д в слизистой тонкого кишечника явля- 
ются ядерные мембраны. Отмечено также, что ядерная ра- 
диоактивность в слизистой тонкого кишечника обусловлена 
главным образом неидентифицированным в то время поляр- 
ным метаболитом (или метаболитами) витамина Д, 
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Однако несколько позднее при введении рахитичным, 
цыплятам 10—100 МЕ 1,2-Н3-витамина Дз или 4-СИ-витами- 
на Дз было установлено, что основная часть радиометки в 
слизистой тонкого кишечника локализуется не в ядерных 


Таблица 6 


Аккумуляция Н? в ядрах слизистой тонкого кишечника 
крыс после введения им 10 МЕ Н3-витамина Д 
(Зцювз, Ое Гаса, 1967) 








Процент от 
а тотального НЗ 
Орган выделения ядер ет 
Кишечник крыс 1% лимонная кислота 12,2+3,8 
2,2 М сахароза 46,4+11,3 
Печень крыс 2,3 М сахароза 2,52-0,57 | 
ДНИ кишечника крыс| ЭДТА -- МаС1 9,6-0,7 
Кишечник цыплят 1% лимонная кислота 14,8+6,9 
2,3 М сахароза 52,1+8,4 


2,2 М сахароза -- 1% 

лимонная кислота 15,1-6,7 
2,2 М сахароза и 3-крат- 

ная обработка 1% 

тритоном Х-100 22,0=7,4 


Примечание. Все животные получали 10 МЕ 1,2-НЗ-ви- 
тамина Дз или 22, 23-НЗ-витамина Д.. Крысы забивались 
через 8 час, а цыплята — через 12 час после введения ви- 
тамина. 


мембранах, а в хроматиновой фракции ядер (Наиззег а. 
офн., 1968). После экстракции и хроматографии связанного 
с хроматином радиоактивного вещества оказалось, что 87% 
его присутствует в виде полярного метаболита витамина д 
обозначенного как ТУВ-метаболит. Данный метаболит не 
был идентифицирован, однако обладал биологической ак- 
тивностью, эквивалентной таковой витамина Дз. Кроме то- 
го, связывание метаболита хроматиновой фракцией ядер ' 
клеток слизистой тонкого кишечника значительно снижа- 
лось при предварительном введении рахитичным цыплятам 
нерадиоактивного витамина Дз или его аналогов, таких как 
витамин Д› или дигидротахистерины. ТУВ-метаболит не об- 
наруживался в хроматиновой фракции печени, т. е. в орга- 
не, не являющемся мишенью для витамина Д. 

На основании этих данных было высказано предположе- 
ние, что избирательная аккумуляция физиологических доз 
витамина Д осуществляется не ядерными мембранами, а 
хроматиновой фракцией клеток слизистой тонкого кишечни- 
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ка, где, по-видимому, содержатся специфические рецептор- 
ные молекулы не для самого витамина Д, а для его биологи- 
чески активной формы. 

Эти исследования в дальнейшем были продолжены с 
применением 20 МЕ 4-С"*-витамина Дз и равного количества 
1,2-НЗ-холестерина и определением их субклеточного распре- 
деления в слизистой тонкого кишечника и печени рахитич- 
ных цыплят (Могтап а. офй., 1969). Одновременное введение 
эквивалентного количества холестерина проводилось с 


Таблица 7 


Распределение радиометки в субклеточных фракциях слизистой 
тонкого кишечника и печени рахитичных цыплят после внутривенного 
введения им 20 МЕ 4-СМ-витамина Дз и равного количества 1,2-НЗ- 
холестерина (Могтап а. офН., 1969) 





-Ё метаболи- 
Отношение 
Си к НЗ 


извлеченно- 
ты) 


Процент 
извлечен- 
ной ДНК 
Процент 
го СМ (ви- 
тамин Д-- 


точная 
фракция 
метаболиты) 


Субкле- 

МЕ (вита- 
мин Д--ме- 
таболиты) на 
1мг ДНКХ 
х1000 
Процент 
извлеченно- 
го НЗ (хо- 
лестерин-- 


а 
8 
2 
[22 
= 
Е 
Са 
сх 
[-) 


Гомогенат | 100 

Слизистая Неочищен- 
кишечника |ные ядра 90 
Очищен- 
ные ядра 76 
Очищен- 
ный хрома- 
тин 67 


2 = 
Ф © 
вв 
ва 
ыы м 
© я 
ыы © 
№ © 
9: © 


Гомогенат 
Печень Неочищен- 
ные ядра 93 53 

Очищен- 
ные ядра 70 10 

Очищен- 
ный хрома- 
ти 80 11 4 — — 


Примечание. Клеточное субфракционирование проводилось по 
Наиз3]ег, Муге, Могтап (1968). Все процентные вычисления проводи- 
лись исходя из расчета, что определяемые величины в гомогенатах 
принимались за 100%. 








целью выяснения характера неспецифического связывания 
<стероида субклеточными фракциями. Оказалось, что основ- 
ная доля СМ (витамин Д и его метаболиты) в ядерной фрак- 
ции слизистой тонкого кишечника локализуется в хромати- 
новой фракции, в то время как в последней концентрация 
трития (холестерин и его метаболиты) была незначительной 
(табл. 7). 
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Таблица 7 


Распределение радиометки в субклеточных фракциях слизистой 
тонкого кишечника и печени рахитичных цыплят после внутривенного 
введения им 20 МЕ 4-С'4-витамина Дз и равного количества 1,2-Н3- 
холестерина (Могтап а. ой., 1969) 











р — "< ' 
Зи и ЗЕхХ 6 Я |3 
[5 1 ЕЕ “Ш . = я 
Е Е ВН: 9 - ЕЕ ВЕРЕ в 
Е Не | НЕЕ НЕВЕ | 
боя За За е|. но оная |. 
— "8 | НЕЕ ЕЕ оЗтЯ| 66 
Гомогенат | 100 100 о 100 0,50 
Слизистая Неочищен- 
кишечника |ные ядра 90 то Г 55 0,60 
Очищен- 
ные ядра 76 39 11 15 1,28 
Очищен- 
ный хрома- 
тин 67 43 14 9 2, 61 
Гомогенат | 100 100 29 100 0,23 
Печень Неочищен- 
ные ядра 93 49 16 53 0,27 
Очищен- 
ные ядра то 5 2 10 0,13 
Очищен- 
ный хрома- 
тиН 80 НЫ 4 —- -- 


Примечание. Клеточное субфракционирование проводилось по 
Наизз]ег, МугИе, Могтап (1968). Все процентные вычисления проводи- 
лись исходя из расчета, что определяемые величины в гомогенатах 
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СМ, так и НЗ ло- 


кализованы в основном во фракции неочищенных от мемб- 
ран ядер, а в очищенных от наружной оболочки ядрах и в 
хроматиновой фракции их концентрация незначительна. Та- 
ким образом, в печени не выявлено избирательной 
аккумуляции витамина Д ядерной хроматиновой фракцией, 
как это наблюдается в слизистой тонкого кишечника. 
Таблица 8 


В отличие от кишечника в печени как 


Распределение радиометки в субклеточных фракциях слизистой 
тонкого кишечника рахитичных и интактных цыплят 
после внутривенного введения им СИ-витамина Дз 
и Н3-холестерина (Могшап а. о#В., 1969) 


Рахитичные (—Д) цыплята |Интактные (+Д) 


ыплят. 
Ф С у ( % Н отноше- >= те 
ракция вита- |(холесте- % 
мин--ме- рин--ме- [3 ты К (вита- ти 
таболи- | таболи- мин--ме- а Е р 
ты) ты) таболиты) 
Гомогенат 100 100 0,62 100 0,40: 
Митохондрии 8 и 0,30 НУ 0,39 
Микросомы 6 17 0,20 15 0,32. 
Супернатант гр 4 1,67 7 0,51 
Неочищенные ядра 75 65 0,71 68 0,39: 
Очищенкые ядра 47 $0 0,95 21 0,38 
Ядерные мембраны | ^ 9 14 | 0,38 21 | 0,53 
Хроматин 51 16 2,0 19 0 ‚40 
Хроматин, обрабо- : 
танный тритоном 50 З 10,0 и 0,10: 


Примечание. Интактные цыплята за 8 час до введения мече- 
ного витамина получали 5000 МЕ нерадиоактивного витамина Д 
Поскольку содержание НЗ в субклеточных фракциях слизистой 
интактных цыплят было фактически одинаковым с концентрацией 
его у рахитичных цыплят, эти данные в таблице не приве ые 

Определяемые величины в гомогенатах принимались за 100 %. г 


При сравнительном исследовании субклеточного 
пределения 10 МЕ СИ-витамина Дз и равного О аЧесй На. 
холестерина в слизистой тонкого кишечника у рахитичны Е 
и интактных цынлят было показано, что У последних к 
центрация С!“ в ядерной хроматиновой фракции ить 
но ниже, чем у рахитичных (Могтап а. оф|., 1969) (табл 8). 
Так же снижается содержание С!* во фракции АТ 
ядер с одновременным повышением концентрации СМ в = 
тохондриальной и микросомальной фракциях. Эти явления 
авторы объясняют наличием ограниченного количества спе- 
цифических рецепторов для витамина, вследствие чего при 
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насыщении им организма снижается процентное содержа- 
ние витамина в хроматиновой фракции. Содержание же Н? 
(холестерин и его метаболиты) в субклеточных фракциях 
слизистой кишечника у рахитичных и интактных ЦЫПЛЯят 
оказалось идентичным. 

Хроматиновый рецептор витамина Д был солюбилизиро- 
ван раствором КС в концентрации 0,15—0,30 М и содержал 
приблизительно 1,5, 1,0 и 0,5% общего количества соответст- 
венно белка, РНК и ДНК в гомогенате (Намззет, Могтап, 
1969). Путем обработки 15—30% (МН.)›50. при 0° и даль- 
нейшего осаждения протаминсульфатом произведена мно- 
гократная очистка, и затем посредством хроматографии на 
сефадексе Г-200 и центрифугирования в градиенте плотно- 
сти сахарозы показана возможность существования рецеп- 
тора в двух формах, имеющих молекулярный вес 50000— 
70000 и 200000. Связь радиоактивности с ядерной хромати- 
новой фракцией слизистой тонкого кишечника рахитичных 
цыплят после введения им меченого С\-витамина Дз оказа- 
лась довольно прочной и метка экстрагировалась лишь при 
высоких значениях рН. Обработка РНК-азой и ДНК-азой 
понижала молекулярный вес, а проназой приводила к 
высвобождению радиометки из комплекса, на основании че- 
го авторы предположили, что макромолекула рецептора, 
связывающая биологически активный метаболит витамина 
Д (пик 4В), представляет собой белок или более сложный 
белковый компонент. Связывающая способность рецептора 
насыщалась при дозе витамина Дзв 25—30 МЕ, а скорость 
насыщения зависела от дозы вводимого витамина. Было вы- 
числено, что приблизительно 980 молекул метаболита пик 
4В связывается хроматином одной клетки слизистой тонко- 
го кишечника. Другие соединения из группы витамина Д, 
такие, как витамин До, дигидротахистерины 2 и 3, связыва- 
ются рецептором в меньших количествах, а дозы насыще- 
ния ими выше, что, по-видимому, в какой-то степени может 
объяснять их меньшую антирахитную активность для цып- 
лят по сравнению с витамином Дз. 

Таким образом, эта группа исследователей не подтвер- 
дила данные 9%о13 и Ре Гиса (1967) о преимущественной ло- 
кализации витамина Д в ядерных мембранах слизистой 
тонкого кишечника рахитичных животных и пришла к 
заключению, что метаболически активная форма витамина 
Д селективно аккумулируется в ядерной хроматиновой 
фракции слизистой, где содержатся для него специфические 
рецепторные молекулы, по-видимому, типа белкового комп- 
лекса. Казалось бы, получена, наконец, довольно ясная кар- 
тина субклеточного распределения витамина Д в органе-ми- 
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шени, которая в какой-то степени подтверждает предполо- 
жение о том, что витамин Д инициирует процессы тран- 
скрипции и трансляции, в результате чего вырабатывается 
специфический белок, способствующий транспорту кальция 
в кишечнике, хотя вопрос, каким образом комплекс вита- 
мин Д -- рецептор оказывает действие на активность гено- 
ма, оставался открытым. 

Однако дальнейшие исследования ОФе Гаса и сотр. под- 
тверждают ранее выдвинутую ими концепцию о селектив- 
ном накоплении физиологических доз витамина Д или его 
метаболитов в мембранах ядер слизистой тонкого кишечни- 
ка, а не в хроматине. В частности, показано (Фе Глса, 
1969а, Ъ; Спеп а. о\., 1970), что после введения меченых 
препаратов витаминов Дз и Д. в физиологических дозах ра- 
хитичным крысам и цыплятам 50—60% радиометки гомоге- 
ната слизистой тонкого кишечника локализуется во фрак- 
ции неочишенных ядер. При очистке ядер от мембранной 
фракции метка удаляется вместе с последней, исходя из че- 
го авторы утверждают, что витамин Д локализуется глав- 
ным образом именно в ядерных мембранах. Эти авторы пред- 
полагают, что обнаружение значительной доли витамина Д 
(или его метаболитов) в хроматиновой фракции слизистой 
тонкого кишечника (Напзз]ег а. офВ., 1968; Могтап а. офН., 
1969) связано, по-видимому, с загрязнением данной фрак- 
ции ядерными мембранами. Они показали также, что очи- 
шенный хроматин аккумулирует лишь 1—7% радиометки 
слизистой тонкого кишечника у рахитичных крыс и цыпляг 
после введения им меченых препаратов витамина Д. 

Результаты наших исследований, проведенных на ин- 
тактных крысах, свидетельствуют, что через 4 час после 
введения 600 МЕ 1,2-Н3-витамина Дз около 5% радиометки 
томогената слизистой тонкого кишечника локализуется в 
ДНИ фракции, в то время как очищенная ДНК оказалась 
практически нерадиоактивной (см. табл. 5). В отличие от 
ДНИ слизистой тонкого кишечника, дезоксирибонуклеопро- 
теид из гомогенатов печени, почек, тимуса и селезенки 
практически был лишен радиоактивности. 

Анализ изложенных данных дает возможность полагать, 
что определенная часть витамина Д (или его биологически 
активных метаболитов) связывается с хроматином слизи- 
стой тонкого кишечника. Различия в результатах экспери- 
ментальных исследований по этому вопросу обусловлены, 
по-видимому, методическими трудностями в фракциониро- 
звании субклеточных структур. 


Дальнейшие подтверждения связывания витамина Д и 
его метаболитов с хроматином слизистой кишечника полу- 
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чены недавно японскими исследователями (Нозоуа, ОКи, 
1971; ОКца. о{й., 1971). Они обнаружили, что рецепторные 
молекулы в слизистой тонкого кишечника крыс, связываю- 
щие витамин Дз и его обменно-активные формы — 25-ок- 
сихолекальциферол, 1,25-диоксихолекальциферол, имеют 
коэффициент седиментации 135, 8—8,6$ и 3,5—4$. Рецеп- 
торы, локализующиеся в цитоплазматической фракции, от- 
личались от ядерных рецепторов. Так, в состав последних 
входят ДНК, РНК и белок (7:1:9), а цитоплазматические 
рецепторы состояли из РНК и белка (1:44). Константы седи- 


ментации цитоплазматических и ядерных рецепторных мо- 
лекул составляли соответственно 135 и 108. Названные ре- 
цепторные молекулы имели высокую специфичность для 
витамина Д. Холестерин, 7-дегидрохолестерин, эстрадиол, 
тестостерон (соединения, родственные по своей химической 
структуре с витамином Д) не тормозили связывание вита- 
мина Д с рецепторными молекулами. Эти данные вносят 
новые представления о циторецепции витамина Д и его об- 
менно-активных форм в пределах субклеточных структур 
слизистой тонкого кишечника. Авторы приходят к предпо- 
ложению, что названные рецепторные молекулы участвуют 
во внутриклеточном транспорте витамина Д и его активных 
метаболитов и, возможно, играют определенную роль в про- 
явлении физиологического эффекта витамина Д. Можно 
ожидать, что дальнейшее изучение этих вопросов прибли- 
зит нас к пониманию молекулярных механизмов действия 
витамина Д. 

Суммируя изложенное, нужно отметить, что в органах, 
не являющихся мишенями для витамина Д, последний об- 
наруживается во всех основных субклеточных фракциях, 
однако выраженной избирательности в распределении вита- 
мина Д при этом не выявлено. Напротив, в слизистой тонко- 
го кишечника, где витамин Д оказывает свое основное дей- 
ствие на транспорт кальция, наблюдается селективная ак- 
кумуляция витамина в ядерной фракции, что, очевидно, 
имеет отношение к его механизму действия на уровне ядер. 
В частности, предполагается, что витамин Д или его мета- 
болически активная форма вступает в комплексное соедине- 
ние с ядерным рецептором и каким-то, еще не выясненным, 
путем дерепрессирует ген или гены, ответственные за обра- 
зование белка — переносчика кальция. Разногласия по по- 
воду преимущественной локализации витамина Д в преде- 
лах субъядерных фракций являются, по-видимому, резуль- 
татом сложности получения абсолютно чистых препаратов 
хроматина или ядерных мембран, поскольку при сущест- 
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вующих методах фракционирования клетки не совсем 
исключена возможность их частичного загрязнения. 

С нашей точки зрения, взаимодействие витамина Д или 
его метаболитов как с мембранными структурами, так и с 
хроматиновой фракцией слизистой тонкого кишечника мо- 
жет иметь существенное значение в механизме его действия 
на кишечный транспорт кальция. 


Возможно, получение меченого витамина Д с чрезвычай- 
но высокой удельной активностью поможет провести иселе- 
дования методом клеточной авторадиографии и обеспечит 
получение новых сведений относительно субклеточного рас- 
пределения витамина Д и его метаболитов. 

К настоящему времени выяснено, что в субклеточных 
органеллах некоторых тканей содержится значительное ко- 
личество активных форм витамина Д, однако они не все еще 
идентифицированы. Известные данные об их клеточном и 


субклеточном распределении будут более подробно рассмот- 
рены ниже. 


Важно подчеркнуть, что уже в пределах нескольких ми- 
нут после введения животным радиоактивных препаратов 
витамина Д метка обнаруживается в ядерной и других суб- 
клеточных фракциях слизистой тонкого кишечника, а так- 
же в клетках костной ткани. Таким образом, очевидно, что 
латентный период в действии витамина Д не обусловлен за- 
держкой в доставке его к месту действия. 


Метаболиты витамина Д 


В исследованиях Ко@1сек (1956) было 
обнаружено, что обмен витамина Д связан с образованием 
его метаболитов в различных органах. Эти метаболиты опре- 
делялись в печени, костной ткани, толстом и тонком кишеч- 
нике с использованием системы бумажной хроматографии, 
и фактически не было получено никаких сведений об их хи- 
мической структуре, однако указывалось, что они не обла- 
дают Д-витаминной активностью. Дальнейший прогресс в 
изучении метаболитов витамина Д непосредственно был свя- 
зан с развитием и совершенствованием таких методов ис- 
следования, как газовая и газо-жидкостная хроматография, 
тонкослойная хроматография, диск-электрофорез, масс- 
спектрометрия, определение спектров ультрафиолетового 
поглощения, ядерно-магнитный резонанс и других. Несом- 
ненно, важное значение при этом сыграло получение радио- 
активных препаратов витамина Д, а затем и его метаболи- 
тов. При использовании‘ этих методов в изучении обмена 
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витамина Д получены интересные сведения о метаболитах 
данного витамина. 

Моттап с сотр. (1964), Гап@ и Ое Глса (1966) путем хро- 
матографии на колонке с кремневой кислотой и тонкослой- 
ной хроматографии метанол-хлороформенных экстрактов пе- 
чени, почек, слизистой кишечника, сыворотки крови рахи- 
тичных крыс, предварительно получавших 500 МЕ 
Н3-витамина Дз, показали, что многие ткани содержат по 
меньшей мере 4 метаболита витамина Д. Все они обладали 
определенной антирахитической активностью. Кроме того, 
один или несколько метаболитов удерживались в водной 
фазе, однако они не были идентифицированы и не обладали 
заметной активностью в излечивании рахита у крыс. При 
хроматографии липидных экстрактов тканей на колонке с 
кремневой кислотой применялась система градиента элю- 
ции с органическими растворителями возрастающей поляр- 
ности, что дало возможность разделения витамина Д и его 
метаболитов. Предполагается, что в хроматографических 
системах подобного типа метаболиты, элюируемые после ви- 
тамина Д, являются более полярными, а до витамина д— 
менее полярными, чем сам витамин, так как для выделения 
этих метаболитов требуются растворители большей или 
меньшей полярности соответственно. При этом пик Ш, по- 
лученный на хроматограмме, был идентифицирован как 
неизмененный витамин Д, в то время как пики Ти П содер- 
жали хроматографически менее, а пик ТУ — более поляр- 
ные, по сравнению с витамином Д, метаболиты. 

Метаболиты из пиков Ти П оказались в 2—3 раза менее 
активными, чем витамин Д, в излечивании рахита у крыс. Их 
концентрация в крови и тканях как у людей (Ое Глса а. о#В., 
1967), так и у животных (Гли4 а. о$., 1967) была незначи- 
тельной и не зависела от дозы и сроков введения витамина 
Д. На основании чего авторы предполагают, что, по-видимо- 
му, эти метаболиты не имеют существенного значения для 
биологического действия витамина Д. 

Исследования, направленные на установление химиче- 
ской структуры метаболита из пика Т, показали, что послед- 
ний, очевидно, представлен эфиром витамина Д с боковой 
цепью жирных кислот (Гл а. офВ., 1967). Подобное пред- 
положение основывалось на факте, что при хроматографии 
на колонке с кремневой кислотой синтетический эфир вита- 
мина Д с пальмитиновой кислотой мигрировал идентично 
метаболиту из пика Г. В этом отношении интересны работы 
Вей, Вгуап (1965), Егазег, Код1сек (1966, 1968), которые по- 
казали образование эфиров витамина Д ш у1у0. В частно- 
сти, обнаружены пальмитаты, линолеаты, стеараты и олеа- 
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Ты, содержание которых составляло соответственно 39, 16, 
22 и 13%. Местом образования эфиров витамина Д, по-ви- 
димому, являются такие органы, как печень, почки и ки- 
шечник. Не исключена возможность эстерифицирования 
витамина Д в процессе абсорбции в желудочно-кишечном 
тракте (Ве|, Вгуап, 1965; Егазег, Коб1сек, 1966, 1968). По- 
добное предположение было сделано авторами на основании 
того, что в кишечнике эфиры витамина Д обнаруживаются 
в более ранние сроки, чем в печени и в почках после введе- 
ния животным витамина Д. В более ранних исследованиях 
было показано, что эфиры витамина Д обладают биологи- 
ческой активностью, хотя величина последней в значитель- 
ной степени зависела от характера соединений. Так, дифе- 
нилакцетат и оксалат витамина Д не обладали антирахитиче- 
ской активностью, в то время как биологическая активность 
пальмитата и бензоата была равна 50%, а ацетата (Возеп- 
Веши, УУебзег, 1927) и фосфата — 100% от активности ви- 
тамина Д. Недавно при изучении антирахитической актив- 
ности эфиров витаминов Д. и Дз установлено, что активность 
бутирата холекальциферола, ацетата, бутирата и пальмита- 
та эргокальциферола составляет соответственно 80, 59, 72 и 
61% по отношению к стандартному оргокальциферолу 
(Петрова и др., 1970). Биологическое значение образования 
эфиров витамина Д до сих пор не выяснено. Учитывая их 
меньшую антирахитическую активность по сравнению с са- 
мим витамином Д, можно предположить, что они являют- 
ся формой «хранения» или, возможно, формой выделения 
витамина Д. 


Японскими исследователями было обнаружено значи: 
тельное количество сульфата витамина Д в большеберцовой 
кости рахитичных цыплят, которым предварительно вводи- 
ли витамин Дз (БавазН! а. офВ., 1962; Тапака а. о., 1963). 
В последующем из мочи и гомогената печени кроликов, по- 
лучавших 200000 МЕ витамина Д.›, был выделен сульфат, 
хроматографическая характеристика которого оказалась 
идентичной таковой сульфата витамина До, синтезирован- 
ного химическим путем (На а. о4В., 1965а). Предполага- 
ется, что ферментативная система, ответственная за синтез 
сульфата витамина Д, локализуется главным образом в пе- 
чени (Н1саЁ! а. офВ., 1965Ъ). Дальнейшими исследованиями 
выявлено содержание значительной концентрации сульфа- 
та витамина Д в женском и коровьем молоке, причем основ- 
ная доля сульфата находилась в водорастворимой форме. 
Сульфат витамина Д оказался малотоксичным для мышей 
и крыс и обладал равной с витамином Д антирахитической 
активностью (ЗаназН а. о\В., 1967). На основании этих дан- 
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ных авторы предполагают наличие связи между синтезом 
сульфата витамина Д и выражением его физиологического 
эффекта. Возможно, превращение жирорастворимого вита- 
мина в водорастворимый сульфат, обнаруживаемый в моло- 
ке, облегчает усвоение витамина Д в желудочно-кишечном 
тракте, что, по-видимому, особенно важно для новорожден- 
ных, у которых основной пищей является молоко. Кроме то- 
го, известно, что в младенческом возрасте жир в желудочно- 
кишечном тракте усваивается хуже, чем У взрослых. Нуж» 
но отметить, однако, что наличие в молоке коровы 
холекальциферола или эргокальциферола в виде сульфата 
не было обнаружено в более поздних исследованиях (Па- 
ламарчук, Вендт, 1969) с применением метода тонкослойной 
хроматографии. 

Метаболит из пика П до сих пор еще не идентифициро- 
ван, хотя по своим хроматографическим свойствам он отли- 
чается от превитамина Д или от 5,6-транс-витамина Д (Ре 
Тлса, 1967). Его количество в организме оказалось незначи- 
тельным независимо от дозы и сроков введения витамина, 
и это дает возможность предположить малую физиологиче- 
скую значимость данного метаболита. 

В дальнейших исследованиях показано, что пик ТУ со- 
держит несколько метаболитов (МогИ а. о®й., 1967). Щелоч- 
ной гидролиз не‘изменяет хроматографические свойства ме- 
таболитов, и’это’ свидетельствует; что они не являются конъ- 
югатами или ‘комнлексами витамина Д. Метаболиты оказа- 
лись более полярными, чем сам витамин Д, и обнаружива- 
лись в довольно значительном количестве в различных ор- 
ганах. 

Изолированные‘из пика 1У метаболиты при введении их 
витамин Д-дефицитным крысам стимулировали транспорт 
кальция в кишечнике и повышали концентрацию кальция 
в сыворотке крови, подобно самому витамину Д (Мотн а. 
о{й., 1967). Более того, данные метаболиты вызывали физи- 
ологический эффект намного’ быстрее, чем сам витамин и 
Например, оральная доза витамина Д. в 10 МЕ повышала 
кишечный транспорт кальция через 20 час, в то время как 
метаболиты, изолированные ‘из организма в составе пика ТУ; 
вызывали подобный эффект уже через 8—10' час после вве- 
дения их в соответствующей дозе. Хроматографически более 
полярные; чем сам'витамин Д, метаболиты были обнаруже- 
ны и в сыворотке крови людей, получавших 10000 МЕ ви: 
тамина Д (Ау1оНга. о\., 1967). Эти‘ данные убедительно по- 
казали возможность образования в организме биологически 
активных метаболитов витамина Д. В’ связи с этим возникли 
некоторые новые проблемы, решение которых оказало бы 
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существенное влияние для более полного понимания меха- 
низма действия витамина Д. Во-первых, было необходимо 
изолировать в чистом виде и идентифицировать химическую 
структуру метаболически активных форм витамина Д. Во- 
вторых, точно установить, обязательно ли для проявления 
физиологического эффекта метаболизирование витамина в 
биологически активную форму, и если да, то выявить орга- 
ны и ткани, «ответственные» за этот процесс. В-третьих, оп- 
ределить биологическую активность метаболитов в отноше- 
нии всех или основных сторон действия витамина Д, таких 
как влияние на кишечный транспорт кальция, на процессы 
= резорбции костной ткани, содержа- 


0,3 
а ние кальция и фосфора в крови, 
9 участие в регуляции обмена нук- 
га леиновых кислот и белка в органах- 
а мишенях, чувствительность этих 
3: процессов на введение ингибиторов 
2 04 синтеза белка и нуклеиновых кис- 
505 лот и другие. 
02 В последующем метод хрома- 
о тографического разделения мета- 
болитов витамина Д был усовер- 
230 250 270 290 300 шенствован (РопсВоп, Ге Тоса, 
Длина волны, мик 1969; Биаа а. офВ., 1970). Оказа- 


лось, что пик ТУ состоит по мень- 


Рис. 3. Ультрафиолето- ‘цей 
и м 
вый спектр метаболита ере из восьми метаболитов, 


витамина Дз из хрома. Обозначенных как пики ТУа, ТУ, 
тографического пика Уа, УЪ, УТа, УТЬ, УПа и УПЬ, каж- 
[У ее реет дый из которых являлся хромато- 
рол) ( 19682). 9. графически более полярным по 
сравнению с самим витамином Д. 
Из пика ТУ было изолировано в чистом виде соединение 
которое путем определения спектра ультрафиолетового по- 
глощения (рис. 3), газо-жидкостной хроматографии, ядерно- 
магнитного резонанса и масс-спектрометрии дед ь о- 
вано как 25-оксихолекальциферол (В1апф а. офВ., 1968а) о 
факт, что спектр ультрафиолетового поглощения ты 
таковому витамина Д и что при газо-жидкостной хром 
тографии обнаруживается двойной пик подобно пиро- .: ые 
пирокальциферолу, указывает на неизмененность  триевовой 
а метаболита по сравнению с исходным витами- 
Молекулярный вес метаболита соответствовал 400, что 
равняется молекулярному весу оксивитамина Д.. Витамин 
Дз и метаболит дают идентичные фрагменты при массовом 
числе т/е 211 и это указывает, что гидроксильная группа 
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может быть локализована в боковой цепи молекулы. Нали- 
чие фрагмента т/е 59 у метаболита, но не у исходного вита- 
мина Дз, явно подтверждает, что гидроксил расположен в 
25-положении. Характер спектров ЯМР, в частности нали- 
чие синглета при о 1,2 и отсутствие дублета при о 0,87, ха- 
рактерного для витамина Д и указывающего на взаимодей- 
ствие метильных групп в положениях 96 и 97 нес гидрокси- 
лом, а с третичным водородом, также подтверждает этот вы- 
вод. Таким образом, приведенные выше данные убедитель- 
но показывают, что изолированный метаболит является по 
своей химической структуре 25- 
оксиформой витамина Дь, т. е. 
25-оксихолекальциферолом (25- 
ОХК). 25-оксихолекальциферол 
обнаружен и выделен из плазмы 
и других тканей у свиней (Вапф 
а. офН., 1968Ъ, с; Ое Гмса, 1969а, 
©), крысе (Ропсвоп, Ше Таса, ЕТ. 
1969а; Ропспоп а. о{й., 1969), УРЕМЗЯ но очАе) 
цыплят (Таузоп а. офВ., 1969а; Рис. 4. Повышение концен- 
Мугйе а. оёВ., 1970) и людей ТРации сывороточного каль- 
(Мауег а. о{й., 1971Ъ) после вве- ‹ ИЯ У витамин Д-дефицитных 
® крыс, содержавшихся на низ- 
дения им различных доз вита- кокальциевой диете после 
мина Дз, меченного СМ или НЗ. введения им 2,5 мкг вита- 
Было показано также, что у лю- Мина Дз или 2,5 мкг 25-окси- 
& холекальциферола (Вип а. 
дей обмен витамина Д зависит о., 19689). 
от количества его, поступающе- 
го с пищей. Так, при введении витамина Д. людям с низ- 
ким содержанием его в крови наблюдалось более быстрое 
превращение холекальциферола в 25-оксихолекальциферол 
по сравнению с людьми, заранее получавшими витамин Д. 
Биологическая активность 25-оксихолекальциферола, 
оцениваемая по способности излечивать рахит у крыс, ока- 
залась в 1,4 раза выше, чем у витамина Дз (Фе Гаса, 
1969, с). Подобные данные обнаружены и в других иссле- 
дованиях (Впф а. офВ., 1968а, Ъ, с, а). 25-ОН-витамин Дз 
обладал большей активностью по сравнению с холекальци- 
феролом также в отношении стимуляции кишечного транс- 
порта кальция (Вапф а. о%В., 1968а, Ъ; 01зоп, Бе Тмса, 
1969), мобилизации его из костной ткани (Ви а. о%Н., 
1968а, Ъ, а) (рис. 4) и в повышении концентрации сывороточ- 
ного кальция (ВГапф а. оф®., 1968Ъ). Особый интерес пред- 
ставляет факт, что эти процессы наблюдаются намного 
раньше после введения 25-оксихолекальциферола по сравне- 
нию с эффектом самого витамина Дз. Так, физиологическая 
доза (10 МЕ) 25-оксихолекальциферола инициирует кишеч- 
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ный транспорт кальция у крыс в пределах 3 час после его 
введения, в то время как подобная доза витамина Дз требу- 
ет 8—10 час для инициации процесса повышения транспор- 
та кальция (Впф а; о., 1968Ъ). Повышение же уровня сы- 
вороточного кальция у рахитичных крыс после введения им 
2,5 мкг 25-оксихолекальциферола происходит через 8 час, 
в то время как после применения 2,5 мкг витамина Дз воз- 
никает легкая реакция лишь через 12 час. Кроме того, 25- 
оксихолекальциферол в незначительных концентрациях 
способен оказывать свое действие и в изолированных тка- 
нях-мишенях. Витамин Дз в этом случае неэффективен (01- 
зоп, Пе Гиса, 1969; Тгиштите! а. офВ., 1969). 

Таким образом, приведенные данные свидетельствуют, 
что образование 25-оксиформы после введения рахитичным 
животным витамина Дз, по-видимому, носит универсальный 
характер. Большая эффективность данного  метаболита и 
меньший латентный период в его действии дают возмозк- 
ность полагать, что 25-ОН-витамин Д. является активной 
формой витамина Дз. Отсутствие же действия витамина Д. 
11: УЦто в отличие от 25-оксихолекальциферола, вероятно, 
обусловлено тем; что подобное метаболизирование витами- 
на, во-первых, происходит в условиях организма, во-вторых, 
является обязательным для выражения физиологического 
действия витамина Д. В этом отношении интересно рассмот- 
реть исследования, проведенные. с 25-оксиформами аналогов 
витамина Дз и выяснением органов, ответственных за мета- 
болизирование витамина Дэв 25-оксихолекальциферол. 

Изучение кинетики распределения радиоактивности пос- 
ле введения рахитичным крысам меченых препаратов ви- 
тамина Дз показало наличие трехфазного характера изме- 
нения концентрации радиометки в крови: быстрое умень- 
шение концентрации метки в плазме после внутривенного 
инъецирования препарата; повышение радиоактивности 
плазмы; постепенное исчезновение радиометки из крови 
(Ропспоп, Ре Тлса, 1969а). Первая и вторая фазы по времени 
совпадали соответственно с быстрым повышением и после- 
дующим уменьшением концентрации меченого препарата в 
печени. При этом исчезновение радиоактивности в печени 
сопровождалось появлением в крови меченого 25-оксихоле- 
кальциферола, в связи:с чем 
стом образования 25 


при почти 
полном выключении печени из кров 


Утем нало- 
‚› Перевязки печеночной 
показало, что в данных 
@ превращается в 25-ок- 


жения портокавального. анастомоза 
артерии и общего желчного протока 
случаях витамин Дз практически н 
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сихолекальциферол (Ропспоп а. оЁй., 1969). Эти данные поз- 


воляют предполагать, что печень является основным, если 
ке оне ыы ржи где происходит гидроксилирова- 
амина Дз в 25-оксихолекальциферол  (НотзНие, Ое 

Тиса, 1969). ее 5 

Если верно предположение, что витамин Д. до оказания 
им физиологического эффекта должен преобразоваться в 
25-оксиформу, то подобное явление можно ожидать и в от- 
ношении других витаминов группы Д, поскольку аналоги 
витамина Дз вызывают в организме идентичный эффект. В 
этом плане проведены иссле- таб 9 
дования с витамином До и #5 
дигидротахистериномь. д ое витамина 

53 и К < 

Из печени свиней, полу- з го альциферола 


С при стимуляции транспорта 
чавших в течение 26 дней по кальция в кишечнике 


400000 МЕ витамина До, был Иры | 
впервые изолирован  поляр- Са15 серозы/Са! слизис- 


Е 2. после Е 
ный, биологически активный — введе- той (МЕшт) 
25-ОН-ви- 








метаболит, который по хрома- ния пре- 


тографическим и спектрофо- к == Вазёминь Да Кобе д. 


тометрическим свойствам 

идентифицирован как 25-ок- 0 1,5010,14 
сиэргокальциферол (Зи4а: а. 3 1,40=0,39 | 1,94 0,41 
о1., 1969). В последующем Р<0,05 
25-оксиэргокальциферол (25- ы я, кН 
ОЭК) был изолирован из сме- р<0,05 250.01 
си плазмы свиней и крыс и 8 |2,0640/12 | 3,5140;28 
идентифицирован путем. ис- Р<0,001 Р< 0,001 
пользования  хроматографи- 12 | 3,35=0,70 | 3,58=0,59 


ческих методов, масс-спектро- Р<0,01 Р<0,001 


метрии, определения ультра- 
фиолетового спектра и изуче- 
ния спектров ядерно-магнит- 
ного резонанса (ЗаЧа а. о%й., 
1970с). 25-Оксиэргокальцифе- 


Примечание. Крысам внутри- 
венно вводили 0,25 мкг витами- 
на. Д› или 25-ОЭК. Животные 
контрольной группы получали 
соответствующее количество рас- 
гительного масла. 





рол так же, как и 25-оксихо- | 
лекальциферол, оказался” в1,5 раза эффективнее, чем ви- 
тамины До и Дз при излечивании рахита. у крыс (его анти- 
рахитическая активность была равна 60 МЕ/мкг) (Зиаа а. 
о{., 1970с). Он обладал большей эффективностью в индук- 
ции кишечного транспорта кальция (табл. 9) и мобилиза- 
ции костного минерала у крыс (рис. 5) и намного быстрее 
действовал на эти две системы, чем сам витамин Д.. 
25-оксидигидротахистеринз (25-ОДГТ:), синтезированный 
аналог дигидротахистериназ, также обладал большей анти- 
рахитической активностью (табл. 10), способностью инду- 
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цировать костную мобилизацию, кишечный транспорт каль- 
ция и повышать уровень сывороточного кальция по сравне- 
нию с дигидротахистерином (Зи4а а. о%%., 197094). Иденти- 
Фикация синтезированного 25-оксидигидротахистерина про- 
водилась теми же методами, которые применялись для 25- 
оксипроизводных витаминов Д2 и Д:. 
25-оксидигидротахистерин, по 
аналогии с 25-оксихолекальци- 
феролом, оказался эффектив- 
ным агентом, стимулирующим 
мобилизацию костного минера- 
ла и в тканевой культуре. Это 
было показано в опытах при 
1:1 Е п щ изучении влияния дигидротахи- 
Время (часы) стериназ и 25-оксидигидротахи- 
Рис. 5. Повышение кон. СТеРИНаз на рассасывание кост- 
центрации сывороточного  НОЙ ткани,  культивируемой 
кальция у витамин-Д-дефи- предварительно в среде, содер- 
цитных крыс, ма жащей Са45 (Тгиште] а. оф., ы 
диете после введения им 1971). При этом было выявлено, 
2,5 мкг витамина Д., или ЧТО дигидротахистеринз в кон- 
2,5 мкг 25-оксиэргокальци- Центрации до 150 мкг/мл не ока- 
Форола бо а. о1., зывал существенного влияния на 
с). мобилизацию Са“ из кости в 
среду, тогда как в присутствии 
25-оксидигидротахистерина даже в значительно меньшей 
концентрации (0,15 мкг/мл) наблюдалось повышение скоро- 
сти выхода Са*5 в среду. Величина эффекта была сопостави- 
ма с аналогичным действием паратиреоидного гормона и 
25-оксихолекальциферола. На основании этих данных авто- 
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Таблица 10 
Сравнительная антирахитическая активность 
25-оксидигидротахистерина; у крыс (би4а а. о., 19704) 


Отноше- 
Актив- |низ к ак- 
Препарат | ность, | тивности 
МЕ/мкг | витамина Литература 
д: 
Витамин Д» 40 1,0 
Витамин Дз 40 1,0 
ов 60 1,5 Бида а. оЁЪ., 1970 
ь 56 1,5 Вшиф а. о., 1968Ь 
Дигидротахистерин.| 0,09 11450 У!егаег, 1939 
Дигидротахистерин:| 0,16 1550 : 
25-ОДГТ. 0,8 1/5 
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ры приходят к заключению, что гидроксилирование моле- 
кулы дигидротахистерина в 25-положении является необ- 
ходимым этапом, обеспечивающим его способность стиму- 
лировать мобилизацию костного минерала. 

Таким образом, 25-оксидигидротахистеринз, полученный 
путем химического синтеза, является (по аналогии с 25-ок- 
<сипроизводными витаминов Д› и Дз) более активным и дей- 
ствует быстрее на обмен кальция, чем сам дигидротахисте- 
ринз. Следовательно, можно полагать, что дигидротахисте- 
рины также должны гидроксилироваться в 25-положении, 
прежде чем они станут эффективными. В этом отношении 
представляет интерес, что 25-оксихолекальциферол, полу- 
ченный путем химического синтеза, по своим физико-хими- 
ческим свойствам и биологической активности, оцениваемой 
по способности излечивать рахит, стимулировать транспорт 
кальция в кишечнике и мобилизацию кальция из костной 
ткани, оказался полностью идентичным с 25-оксихолекаль- 
циферолом, изолированным из тканей животных (В!апф, Ое 
Глса, 1969). . 

Изложенные выше данные позволяют предположить, что 
витамин Д проявляет свое действие в форме биологически 
активных метаболитов. В связи с этим представляет интерес 
изучение распределения метаболитов витамина Д и влияния 
их на синтетические процессы в клетке. 

Хроматография хлороформных экстрактов из неочищен- 
ной ядерной фракции слизистой тонкого кишечника рахи- 
тичных цыплят, получавших 10 МЕ Н?3-витамина Дз за 8 час 
до забоя, показала, что приблизительно 80% радиоактивно- 
сти связано с фракцией 25-оксихолекальциферола (Ше Глса, 
1969с). Следовательно, в ядерной фракции слизистой кишеч- 
ника аккумулируется главным образом не сам витамин Д, 
а его обменно-активная форма. О значительном накоплении 
‘метаболитов витамина Д в слизистой кишечника свидетель- 
ствуют также результаты исследований с применением ме- 
ченых препаратов 25-оксихолекальциферола (табл. 11) 
(Соиз!аз а. офВ., 1970Ъ). 

Неочищенная ядерная фракция слизистой тонкого ки- 
шечника аккумулирует приблизительно 57 и 21% общей 
клеточной радиоактивности после предварительного введе- 
ния животным соответственно 0,025 и 0,25 мкг 25-оксихоле- 
кальциферола. Как видно из таблицы 11, малые дозы пре- 
парата селективно аккумулируются ядерной фракцией 
слизистой тонкого кишечника, что согласуется с представле- 
нием о действии 25-оксихолекальциферола на уровне генети- 
ческого аппарата клеток тканей-мишеней. Более того, пока- 
зана стимулирующая роль 25-оксихолекальциферола на 
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Таблица 11 


Субклеточное распределение Н3-25-оксихолекальциферола 
в слизистой тонкого кишечника крыс 
ты 

епарата, мин 
Доза, Время после введения препарата, 
Фракция 


Время после введения препарата, мин. 
мкг [| тБ| 15 | 30 | 60 [..120 | 180 


Ядра нео- 

чищенные | 0,25 = 26,9 | 31,5 | 32,2 | 21 —— 
Митохонд- 

рии, 0,25 — 6,3 |6, 5,5 ее 
Микросомы | 0,25 — 110, 9,7 |9, = 
Супернатант | 0,25 52,5 | 51, 


Ядра неочи- 





5 
9 
52,3 | 58 
2 
2 
й 


, 
’ 
’ 
, 
‚ 
, 
й 


ох = Фа + 
| 





5 
3 
0 
4 | 41,8 |5 
3 
0 
3 


ценные 0,025 | 56,7 | 41,8 | 48, 48,8 

Митохонд- 

рии 0,025 5,4 | 6,3 | 6, 3,8 2,3: 
›0 | 14,6 6,9 


`Микросомы | 0,025 | 15,5 | 13,3 | 14 
Супернатант | 0,025 | 22,4 | 38,6 | 31 39,8 | 37,3 | 42,5 


Примечание. Данные выражены в % от тотальной кле- 
точной радиоактивности. 

биосинтез ядерной РНК в.слизистой тонкого кишечника ра- 
хитичных крыс, причем данный процесс. происходит 
быстрее, чем при. применении самого. витамина. Дз (Соиз1штз 
а. офВ., 1970Ъ). Это наводит на мысль, что: первичный ответ 
на введение витамина.Д.в виде стимуляции скорости био- 
синтеза РНК и белка в тканях-мишенях обусловлен не са- 
мим витамином Д, а его биологически активным метаболи- 
том или метаболитами. 

Дальнейшие исследования показали, что  25-оксихоле- 
кальциферол метаболизирует в организме в более полярные 
‘соединения. Так, при хроматографии липидных экстрактов 
тканей витамин Д-дефицитных крыс, которым предваритель- 
но вводили меченый 25-оксихолекальциферол, было обнару- 
жено, что последний быстро метаболизирует с образованием 
хроматографически более полярных метаболитов, обозна- 
ченных на хроматограммах ‘как пики У, УГи УП (Соизше 
а. офв., 1970а, Ъ; Ропсвоп а. офй., 1970). Пик У элюировали 
5% ‚метанолом. в эфире, пик. УТ — 50% метанолом в эфире. 
‚& пик УП — в 100% метаноловом градиенте. Пик ТУ ем 
ветствовал неизмененному 25-оксихолекальциферолу. Ука- 
занные метаболиты обнаруживались в сыворотке крови. и 
слизистой тонкого кишечника. уже в пределах нескольких 
минут после введения животным 2 -оксихолекальциферола 
(табл. 12). г т | 28 

При субфракционировании гомогената. слизистой. тонко- 
то кишечника. более полярные, чем 25-оксихолекальцифе- 
рол, метаболиты обнаруживались. главным. образом в ядер- 


60 





ое Чань СО 4 И 


Я 


к т = Ч >? 








Таблица 12 


Распределение Н3-содержащих метаболитов в сыворотке 
крови и слизистой тонкого кишечника рахитичных крысе 
после введения им 0,25 мкг (26, 271-Н3)-25-оксихолекальцифе- 
рола (Сопз1тз а. оЪ., 19705) 














'Метаболит Врэмя после введзния препарата, мин 
(пик) | 
3 8 в | 12 | 180 
Сыворотка 
ТУ = 69,8 74,7 91,5 88,6 88,9 
У —ы 7,9 8,1 3,8 а МХ 
УТ — 10,3 1,8 3,0 4,3 1,9 
УП — 12,0 20,4 ТТ 0 1,5 
Кишечник 
ТУ 82,2 56,7 44,4 57,6 — 52,7 
У 9,7 9,6 8,2 10,2 — 25,7 
УТ 8,1 38,7 47,4 33,2 — 21,6 














Примечание. Результаты выражены в % от тотального 
количества метки, элюированного из колонки. 


ной фракции, что, возможно, свидетельствует об их роли в 
действии витамина на уровне ядер ткани-мишени. Представ- 


ляет интерес, что с течением 
времени после введения 25-окси- 
холекальциферола изменяется 
соотношение содержания мета- 
болитов. Временной порядок по- 
явления этих метаболитов и из- 
менение их ‘относительного  со- 
держания в тканях (рис. 6) при- 
водит к мысли, что пик УТ, воз- 
можно, является предшествен- 
ником пика У. Подобный харак- 
тер метаболизирования 25-окси- 
холекальциферола более выра- 
жен при применении меньших 
доз препарата. На основании 
малого содержания полярных 
метаболитов в цитоплазматиче- 
ской фракции по сравнению с 
ядерной фракцией слизистой 
тонкого кишечника авторы при- 
ходят к предположению, что 


% м тАльмого № 








Рис. 6. Превращение 26, 
21-Н3-25-оксихолекальцифе- 
рола (пик ТУ) в другие 
метаболиты (пики У и УТ), 
обнаруживаемые в ядрах 
слизистой тонкого кишеч- 
ника крыс. Меченый окси- 
холекальциферол вводился 
животным внутривенно в 
дозе 0,025 мкг (Сопз1з а. 
о., 1970Ъ). 


они, по-видимому, имеют ядерное происхождение. Однако 
эти эксперименты не исключают возможность образования 
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полярных метаболитов или некоторых из них в других ор- 
ганах с последующим поступлением их с кровью к тка- 
ням-мишеням, как это наблюдается в случае с 25-оксихо- 
лекальциферолом. Такая возможность не исключена хотя 
бы потому, что подобные метаболиты обнаружены и в дру- 
гих органах (Соиз!из а. о{., 1970а). Так, через 24 час после 
введения рахитичным крысам 0,025 мкг НЗ-25-оксихоле- 


Таблица 13 


Распределение НЗ-содержащих метаболитов 
в печени и почках крыс после введения 
им 0,025 мкг НЗ-25-оксихолекальциферола 

(Соиз1т$ а. офй., 1970а.) 


'Метаболит | Время после введения препарата, час 
(пак) о Заезд 8 4-2: | 24 


Печень 


66,4 | 62,2 
27,5 | 31,6 
6,1 6,2 


Почка 


’ 
‚ 


80 54 
16, 45 
3 0 


Примечание. Результаты выражены в $ от 
тотального количества метки, элюированного из. 
колонки. 


кальциферола при хроматографии липи 
костной ткани показано, что в последней содержание поляр- 
ного метаболита (пик У) превышало концентрацию 25-ок 
холекальциферола. Значительные количества хромато я 
фически полярных метаболитов обнаружены также в ее 
ных экстрактах печени и почек (табл. 13) рахитичных к 4 
получавших 25-оксихолекальциферол. р 
Таким образом, витамин Д в организме метаболизи : 
в биологически активную форму — 25-оксипроизводное У 
тамина, которая, в свою очередь, быстро превращает т 
хроматографически более полярные метаболиты. ан = 
этих процессов до сих пор еще не выяснено. Однако и = 
ние биологической активности 25-оксипроизводных а 
ние кинетики появления и распределения метаболитов ы —_ 
нях и субклеточных структурах дало возможность пре а 
ложить, что, во-первых, трансформация молекулы аи Вы 
Дв 25-оксипроизводное является необходимым звеном д 
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дных экстрактов 








стеме метаболизма, направленном на проявление физиоло- 
гического эффекта витамина, и, во-вторых, 25-оксиметабо- 
литы, возможно, являются циркулирующими или гормо- 
нально активными формами, а метаболиты из пиков У 
и/или УТ — регуляторными формами витамина на уровне 
органов-мишеней, продуцируемыми в тканях из 25-оксипро- 
изводных (Сойз1шз а. офй., 1970а, Ъ). Такой механизм может 
объяснять специфичность и дифференцировку в выражении 


физиологического действия витамина Д в различных тка- 
нях. В этом отношении представляют интерес аналогичные 
в некоторой степени результаты, полученные при исследова- 
нии метаболизма некоторых гормонов. Так, ВгазВоузКу и 
УМ/Пзоп (1968) сообщили о том, что тестостерон превращается 
в органах-мишенях в биологически активные метаболиты. 
Авторы предполагают, что подобная трансформация моле- 
кул гормона в метаболически активные формы катализиру- 
ется ферментами, присутствующими только в тестостерон- 
чувствительных тканях. Физиологическое значение преоб- 
разования молекулы андрогена в активную форму обсужда- 
ется в монографии П. В. Сергеева и сотр. (1971). 

В последующем были предприняты попытки разделения 
и идентификации метаболитов из пиков У и УТ. С помощью 
высокой степени очистки путем хроматографии на колонке 
с кремневой кислотой было показано, что пик У крови рас- 
падается на три большие компонента, обозначенные как Уа, 
УЬ и Ус (Зида а. офВ., 1970). Первый из этих метаболитов 
(Уа) был изолирован в чистом виде из плазмы крови сви- 
ней, получавших высокие дозы витамина Дз, и идентифици- 
рован как 21,25-диоксихолекальциферол (21,25-ДОХЕК). 
Этот метаболит оказался менее активным, чем витамин Дз 
или 25-оксихолекальциферол в отношении лечения рахита у 
крыс и стимуляции кишечного транспорта кальция, но бо- 
лее активным по сравнению с витамином Дз в мобилизации 
костного минерала (табл. 14). Таким образом, 21,25-диокси- 
холекальциферол оказывает преимущественное действие на 
резорбцию костного минерала, т. е. обладает избирательной 
активностью. 

Несколько позднее Зида с сотр. (1970а) с использованием 
идентичных методов исследования из пика Ус изолировали 
в чистом виде другой метаболит, который был идентифици- 
рован как 25,26-диоксихолекальциферол (структурные фор- 
мулы 21,25- и 25,26-диоксихолекальциферола представле- 
ны на рис. Т). Этот метаболит обладает некоторой актив- 
ностью в стимуляции кишечного транспорта кальция 
(табл. 14), но фактически не оказывает действия на мобили- 
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Таблица 14 


Влияние витамина Дз и его метаболитов на обмен кальция у крыс, 
содержащихся на низкокальциевой диете (Зида а. о#в., 1970а, Ъ) 
т =. 


Транспорт кальция (Са\5 | Мобилизация Костного 
серозы/Са45 мукозы) Са(Са сыворотки, мг%) 


Препарат 


ПРОЗЕ еЕЕахои |00;25 мкг 2,5 мкг 0,25 мкг | 2,5 мкг 


Контроль 1,6+0,2 (4)| 1,5+0,3 (5)| 4,7=0,1 (4)| 4,4+0,4 (5) 
21,25-ОН-вит, Дз 2: 2,6+0,5 (5) — 6,5-0,2 (5) 
25,26-ОН-вит. Д. 2,8+0,6 (5) <. 5,1-0,2 (5) — 

25-ОН-вит. Дз 4,0-0,5 (3) 5,9=1,6(5)| 6,6=0,6 (3) 7,3-0,5 (5) 
Витамин Дз — — — 5,0-0,5 (5) 


Примечание. Препараты вводили в дозах 0,25 мкг и 2,5 мкг за 
12 час до определений. Числа в скобках показывают количество живот- 
ных в каждой группе, 





зацию костного минерала и не обладает антирахитическим 
эффектом. 

Таким образом, гидроксилирование молекулы 25-окси- 
холекальциферола в 21-положении приводит к образованию 


он 
он 


т 


Рис. 7. Структурные формулы 21, 25-диоксихолекаль 
25, 26-диоксихолекальциферола (1). циферола (1) и 


компонента с преимущественным действием на костную 
ткань. в то время как при гидроксилировании в 26-положе- 
нии образуется соединение, обладающее значительной ак- 
тивностью только в кишечнике. Нужно отметить, что дан- 
ные эксперименты не дают ответа о точной локализации 
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образования этих метаболитов, но ясно показывают следую- 
цую последовательность метаболических превращений ви- 
тамина Дз: витамин о Д.— 25-оксихолекальциферол — 21, 
25- и 25,26-диоксихолекальциферолы. Биологическая роль 
этих процессов полностью пока не выяснена. Однако можно 
предположить, что 25-оксиформа витамина Д является, по- 
видимому, циркулирующей или гормонально активной фор- 
мой, а дальнейшая трансформация молекулы 25-ОХЕ в 
различные биологически активные метаболиты, происходя- 
щая, возможно, в органах-мишенях, обусловливает специ- 
фичность действия витамина Д в кишечнике и костной тка- 
ни (Зида а. о{®., 1970а, Ъ). Альтернативной интерпретацией 
метаболизирования 25-оксихолекальциферола в 21,25- и 
25, 26-диоксихолекальциферолы может быть предположе- 
ние, что последние являются продуктами инактивации, на- 
правленной на лимитирование синтеза компонентов системы 
транспорта кальция, инициированного витамином Д или 
его активной формой. Меньшая биологическая активность 
21, 25- и 25,26-диоксихолекальциферолов по сравнению с 
25-оксихолекальциферолом поддерживает вторую гипотезу. 

В последние годы интенсивное изучение метаболизма ви- 
тамина Д проводится в ряде лабораторий с применением 
различных методов исследования, в том числе и разных хро- 
матографических систем. Эти обстоятельства и факт, что у 
многих метаболических форм витамина Д еше не установ- 
лена химическая структура, не позволили ‘унифицировать 
обозначения неидентифицированных метаболитов, получен- 
ных в разных лабораториях, в связи с чем возникали неко- 
торые затруднения в интерпретации полученных результа- 
тов. Однако, как и следовало ожидать, оказалось, что 
некоторые метаболиты, изолированные в различных лабо- 
раториях и, следовательно, обозначенные по-разному, имеют 
идентичную химическую структуру. 

Могшап и сотр. обнаружили, что биологически активный 
полярный метаболит холекальциферола, обозначенный как 
метаболит ТУВ (Н1Ъега, Могтап, 1969; Муг@е а. оф®., 1970), 
селективно аккумулируется в пределах ядер слизистой тон- 
кого кишечника (Наиззег, Могтап, 1967; Наизег а. о\®., 
1968) путем связывания с ядерным рецепторным белком 
(Наизз1ег, Мотшап, 1969). Хроматографически полярный 
метаболит ТУА, присутствующий в крови и слизистой ки- 
шечника цыплят (Мут@е а. о\В., 1970), по своим биологиче- 
ским свойствам и хроматографической подвижности ока- 
зался идентичным с 25-оксихолекальциферолом (Муг®е, 
Моттап, 1971; ОтЧаН1 а. офВ., 1971). В последующем мета- 
болит ТУВ был изолирован из кишечника рахитичных цып- 
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лят, получавших витамин Дз (Наиззег а. офв., 1971). Этот 
метаболит, образующийся в очень небольших количествах 
(0,2 МЕ или 0,05 мкг на кишечник цыпленка), по своим хро- 
матографическим свойствам являлся более полярным, чем 
25-оксихолекальциферол. Метаболит ТУВ обладал большей 
активностью и менее длительным латентным периодом в 
стимуляции кишечного транспорта кальция по сравнению с 
действием 25-оксихолекальциферола (Муг@е а. офВ., 1970; 
Наиззег а. офВ., 1971; МугИе, Могтап, 1971). Более того, 
было выявлено, что 25-оксихолекальциферол является пред- 
шественником метаболита ТУВ, а время появления его в сли- 
зистой тонкого кишечника согласуется с продолжительно- 
стью латентного периода в его действии на кишечный 
транспорт кальция (Муг@е а. о., 1970; МугИе, Могтап, 
1971). Эти данные привели к предположению, что витамин 
Дз через стадию образования 25-оксихолекальциферола в 
печени преобразуется в последующем в метаболит ТУВ, яв- 
ляющийся активной формой витамина в кишечнике. 

Код1сек с сотр. после введения рахитичным цыплятам 
4-СН-холекальциферола и 1-Н3-холекальциферола показали 
наличие в ядрах слизистой тонкого кишечника тритий-де- 
фицитного метаболита, обозначенного как пик Р и являю- 
щегося хроматографически более полярным, чем сам вита- 
мин Дз или его 25-оксидериват (фа\узоп а. офВ., 1969а, Ъ). Ос- 
новная часть радиоактивности в ядрах слизистой кишечни- 
ка была обусловлена именно этим метаболитом, лишенным 
трития при Ст, а не 25-оксихолекальциферолом, исходя из 
чего было предположено, что данный метаболит является 
активной формой витамина в кишечнике. Содержание этого 
метаболита в слизистой кишечника оказалось очень незна- 
чительным (меньше 3 нг/г ткани), что затрудняло получе- 
ние его в количествах, достаточных для проведения класси- 
ческих исследований по выяснению химической структуры 
или стандартизации биологической активности (Га\мзоп, 
1971). 

Однако, несмотря на эти трудности, из слизистой тон- 
кого кишечника 450 рахитичных цыплят, получавших ви- 
тамин Дз, было выделено около 5 мкг тритий-дефицитного 
вещества (Га\музоп, 1971). Данный метаболит обладал значи- 
тельно большей биологической активностью в стимуляции 
кишечного транспорта кальция по сравнению с самим вита- 
мином Дз или с 25-оксихолекальциферолом, причем про- 
должительность латентного периода в его действии также 
оказалась более короткой (Ко@сеК а. офТ., 1970). Это соот- 
ветствовало предположению, что пик Р, так же как и мета- 
болит ТУВ, представляет собой активную форму витамина в 
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кишечнике. Однако было показано, что пик Р-метаболит 
мало активен в повышении уровня сывороточного кальция 
и в излечивании рахита, исходя из чего можно полагать о 
малой эффективности данного метаболита в обмене костно- 
го минерала. Скорость появления пик Р-метаболита в слизи- 
стой кишечника после введения витамина Дз согласуется с 
предположением об образовании его из 25-оксихолекальци- 
ферола (Гажзоп а. офВ., 1971а). 

Это предположение подтверждается тем фактом, что 
пик Р-метаболит образуется в организме не только после 
введения витамина Дз, но и после инъецирования 25-окси- 
холекальциферола. Более того, было точно определено место 
трансформации молекулы 25-оксихолекальциферола в пик 
Р-метаболит (Егазег, Ко@1сек, 1970). При инкубации 25-окси- 
холекальциферола с двойной меткой ш уго с гомогенатами 
различных тканей цыплят радиоактивность локализуется 
в области пика Р только в случае с гомогенатами почек. 0б- 
разование пик Р-метаболита 11 уго требует наличия моле- 
кулярного кислорода и М=?*. Яблочная кислота стимулиру- 
ет, а окись углерода угнетает данный процесс. Также пока- 
зано, что двухсторонняя нефрэктомия у крыс приводит к то- 
му, что пик Р-метаболит не обнаруживается ни в слизистой 
кишечника, ни в плазме. Эти данные убедительно показы- 
вают, что пик Р-метаболит образуется из 25-оксихолекаль- 
циферола и что, вероятно, единственным местом подобного 
преобразования являются почки. 

В последующем при инкубации [26-См, 1-Н3]-25-ок- 
сихолекальциферола с гомогенатами почек рахитичных 
цыплят обнаружено соединение, лишенное [Н3] у С, и иден- 
тичное с метаболитом-пик Р. Это соединение было выделе- 
но в чистом виде путем хроматографии на силикагеле и се- 
фадексе 1Н-20 и идентифицировано по масс-спектру и 
спектру ультрафиолетовой абсорбции как 1,25-диоксихоле- 
кальциферол (1,25-ДОХК) (Гаузоп а. офВ., 1971). 1,25-Дио- 
ксихолекальциферол изолировали Бе Глса с сотр. из пика У 
(обозначение см. выше) слизистой тонкого кишечника цып- 
лят и идентифицировали с помощью масс-спектрометрии, 
спектрофотометрии, ультрафиолетовой абсорбции и специфи- 
ческих химических реакций (Но|ск а. офВ., 1971а, Ъ). 

Таким образом, метаболиты, обозначенные как ТУВ (Мог- 
пап и сотр.), пик Р (Код1сеК и сотр.) и пик У (Ре Гаса и 
сотр.) содержали одно и то же соединение — 1,25-диоксихо- 
лекальциферол (Оша а. о4в., 1971). Образование 1,25- 
диоксихолекальциферола из 25-оксихолекальциферола про- 
исходит не только у птиц, но и у млекопитающих. В частно- 
сти, 1,25-диоксихолекальциферол обнаружен в сыворотке 
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крови людей (Мазуег а. оф®., 1971), в сыворотке, слизистой 
кишечника, почках и костях крыс (Воу!е а. офн., 1971). 
‚ . Вак уже было отмечено, метаболит-пик Р, а следователь- 
но, и 1,25-диоксихолекальциферол синтезируется в почках 
из 25-оксихолекальциферола. В последующем это было под- 
тверждено получением 1,25-диоксихолекальциферола при 
‘инкубации 25-оксихолекальциферола с томогенатом почек 
рахитичных цыплят (ЕтойК, Ое Гллса, 1971). Анализ литера- 
турных данных показывает, что почки являются, по-види- 
‘мому, основным, если не единственным органом, ответст- 
венным за продукцию 1,25-диоксихолекальциферола. 
‚ В исследованиях, проведенных с использованием инги- 
биторов синтеза белка и нуклеиновых кислот, выявлены но- 
‘вые важные моменты в метаболизировании витамина Дв 
активные формы. Оказалось, что предварительное введение 
актиномицина Д или циклогексемида предотвращает пре- 
‘вращение 25-оксихолекальциферола в более полярные мета- 
‘болиты, в том числе и в 1,25-диоксихолекальциферол (Тапа- 
Ка, Ре Гиса, 1971а; ТапаКа а. о\®., 1971). Однако процесс 
трансформации молекулы витамина Дз в 25-оксихолекаль- 
циферол в печени не чувствителен к данным метаболиче- 
ским ингибиторам. Эти исследования привели к гипотезе, 
которая предусматривает, что 25-оксихолекальциферол дол- 
жен инициировать в почке биосинтез ферментов, участвую- 
щих в образовании 1,25-диоксихолекальциферола. Возмож- 
но, что данный процесс связан с дерепрессией участка гено- 
ма, ответственного за образование этого фермента (или фер- 
ментов). 

Скорость’ образования 1,25-диоксихолекальциферола в 
‚организме поддерживается, по-видимому, на определенном 
уровне. Об этом свидетельствуют данные, что количество 
его в кишечнике постоянно и равняется приблизительно 13 
М на цыпленка независимо от величины введенной дозы 
зитамина Дз (ОшЧаН1 а. оВ., 1971). Более того, было показа- 
‘но (Воуе а. о®., 1971), что образование 1,25-диоксихоле- 
кальциферола находится в зависимости от содержания 
кальция в рационе. Так, с увеличением его содержания от 
0,02 до 2% концентрация 1,25-диоксихолекальциферола 
в сыворотке, слизистой кишечника, почках и костной ткани 
крыс падает. Однако подобная взаимосвязь зависит также 
от состояния Д-витаминного статуса в организме. В частно- 
сти, у крыс с Д-витаминной недостаточностью подавление 
‘образования 1,25-диоксихолекальциферола наступало толь- 
‘ко в том случае, когда содержание кальция в рационе до- 
‘стигало 3%. Следовательно, можно ожидать, что в регуля- 
ции биосинтеза 1,25-диоксихолекальциферола имеет важ- 
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ное значение наличие › ионов кальция. Это предположение 
согласуется с данными, свидетельствующими, что с умень- 
шением содержания кальция в рационе возрастает чувст- 
вительность организма к витамину Д (если полагать, что 
1,25-диоксихолекальциферол является активной формой ви- 
тамина Д. в стимуляции транспорта кальция в кишечнике). 
1,25-диоксихолекальциферол оказался очень эффектив- 
ным агентом, стимулирующим всасывание кальция в ки- 
шечнике. Он повышает абсорбцию кальция значительно: 
быстрее и в большей степени, чем витамин Дз или 25-оксихо- 
лекальциферол. Так, 1,25-диоксихолекальциферол стимули- 
ровал всасывание кальция в тонком кишечнике в 2 (НоЙск 
а. о{В., 1971а, 5; ОтдаН а. офВ., 1971) или 4 (Могтап, 1971). 
раза эффективнее, чем витамин Дз, ив 2 раза, чем 25-окси- 
холекальциферол (Могтап, 1971). 3 : 
| При изучении распределения (26, 27-Н3)-1,25-диоксихо- 
лекальциферола, . полученного из (26, 21-Н3)-25-оксихоле- 
кальциферола путем инкубации последнего с гомогенатами 
почек рахитичных цыплят, было показано (Етойк, Ое Гласа; 
1971), что значительная часть‘радиоактивности аккумули- 
руется в слизистой тонкого кишечника. При этом вся ра- 
диометка обнаруживалась в составе 1,25-диоксихолекаль- 
циферола. Время обнаружения метаболита в слизистой ки- 
шечника совпадало со временем стимуляции всасывания 
кальция в кишечнике. Авторы приходят к заключению, что 
| стимуляции 1,25-диоксихолекальциферолом абсорбции каль- 
ция в кишечнике не предшествует превращение его в какие- 
| либо другие метаболиты. 
Таким образом, 1,25-диоксихолекальциферол эффектив= 
| нее и быстрее оказывает действие на абсорбцию кальция в 
кишечнике по сравнению как с витамином Дз, так и 25-ок- 
сихолекальциферолом. Это дает возможность ‚говорить о. 
важном значении данного метаболита в действии витамина 
Д, поскольку он, по-видимому, является биологически ак- 
тивной формой витамина в кишечнике. 

Как известно, актиномицин Д снимает стимулирующее. 
действие витамина Ди 25-оксихолекальциферола на ки- 
шечный транспорт кальция. В то же время процесс кишеч- 
ной абсорбции кальция в ответ на введение 1,25-диоксихо- 
лекальциферола оказался не чувствительным к антибиоти- 
ку (Тапака а. оё®., 1971). Исходя из этих данных можно по- 
лагать, что 1,25-диоксихолекальциферол является метабо- 
лически активной формой витамина Д, который функцио- 
нирует путем, не включающим транскрипцию ДНК. 

В отличие от выраженной эффективности в стимуляции, 
всасывания кальция в кишечнике, 1,25-диоксихолекальци» 
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ферол обладал приблизительно в 2 раза меньшей антирахи- 
тической активностью, чем 25-оксихолекальциферол, при 
оценке этой активности по степени кальцификации костной 
ткани у рахитичных крыс (ОпдаН! а. о1®., 1971). Исходя из 
этих данных можно было бы ожидать, что данный метабо- 
лит не играет важной роли в проявлении действия витамина 
Д на костную ткань. Однако дальнейшие исследования пока- 
зали (ТапаКа, Ое Гласа, 1971), что действие 1,25-диоксихо- 
лекальциферола на мобилизацию кальция из костной ткани 
проявляется быстрее по сравнению с эффектом идентичной 
дозы 25-холекальциферола. При изучении распределения 
радиометки после введения рахитичным цыплятам 1,2-Н3- 
витамина Дз было выявлено (\МеБег а. о{В., 1971), что 77% 
радиоактивности в ядерной фракции костных клеток при- 
ходится на долю 1,25-диоксихолекальциферола, в то время 
как лишь 6 и 9% радиоактивности были обусловлены соот- 
ветственно 25-оксихолекальциферолом и витамином Д;. 
Кроме того, предварительное (за 2 час) применение актино- 
мицина Д в дозе 0,5 мкг/г веса тела блокировало стимули- 
рующее действие 1,25-диоксихолекальциферола и 25-окси- 
холекальциферола на мобилизацию ионов кальция из кост- 
ной ткани (ТапаКа, Ое Глса, 1971а). Приведенные данные в 
сочетании с предполагаемым действием витамина Д на 
уровне генома могут свидетельствовать о важной роли 1,25- 
диоксихолекальциферола в проявлении действия витамина 
Д не только в кишечнике, но и в костной ткани. Дальней- 
шая экспериментальная оценка этих вопросов представ- 
ляет несомненный интерес в выяснении механизма дейст- 
вия витамина Д на минеральный обмен в костной 
ткани. 


Обнаружение того факта, что в почке синтезируется био- 
логически активный метаболит витамина Д, согласуется с 
патогенезом ряда заболеваний, касающихся обмена кальция 
и фосфора. Например, у некоторых больных с почечной не- 
достаточностью в костной системе развиваются нарушения, 
характерные для рахита или остеомаляций. Известен даже 
ряд заболеваний, объединяемых под названием «ренальный 
рахит», и резистентных к витамину Д рахитоподобных за- 
болеваний, этиология и патогенез которых до сих пор не вы- 
яснены. Возможно, в этих случаях изменения в минераль- 
ном обмене и метаболизме костной ткани являются следст- 
вием неспособности почек синтезировать 1,25-диоксихоле- 
кальциферол. Нарушения в действии витамина Д, по-види- 
мому, могут быть обусловлены блокированием метаболизма 
витамина на стадии образования или 25-оксихолекальцифе- 
рола или 1,25-диоксихолекальциферола. 
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Исследования в этом направлении имеют, несомненно, 
важное значение как в теоретическом, так и в практиче- 
ском плане, поскольку уже в настоящее время имеются до- 
статочно обоснованные предпосылки для получения и внед- 
рения в медицинскую практику более эффективных и 
быстродействующих препаратов с Д-витаминной активно- 
стью, которые, возможно, будут обладать терапевтическим 
действием и при заболеваниях, резистентных к самому ви- 
тамину Д. 

Суммируя изложенное, можно сказать, что витамин Д, 
по-видимому, проявляет свое физиологическое действие не 
в чистом виде, а в форме биологически активных соедине- 
ний, образующихся в организме. Биосинтез этих соединений 
схематически можно представить следующим образом (Гау- 
зоп, 1971): 


УФ-облучение 


а холекальциферол 


1-дегидрохолестерин 
25-оксидаза 
— 
печень 


1-оксидаза 


- 1,25-диоксихоле- 
почки 


——25-оксихолекальциферол 


кальциферол —> ткань-мишень 


В образовании активного метаболита витамина Д в орга- 
низме из 7-дегидрохолестерина, как видно из схемы, необ- 
ходимы три ткани. Кожа выполняет важную роль в превра- 
щении провитамина (7-дегидрохолестерина) в холекальци- 
ферол, а последний только в печени способен преобразовы- 
ваться в 25-оксихолекальциферол, который быстро поступа- 
ет в кровяное русло. Количество 25-оксихолекальциферола, 
по-видимому, зависит от уровня вводимого в организм холе- 
кальциферола. Третьим органом, играющим важное значе- 
ние в выражении физиологического действия витамина Д, 
являются почки, которые, очевидно, представляют собой 
единственный орган, где 25-оксихолекальциферол преобра- 
зуется в биологически активный метаболит — 1,25-диоксихо- 
лекальциферол. Над продукцией данного соединения, по-ви- 
димому, существует специфический контроль, так как 1,25- 
диоксихолекальциферол обнаруживается в тканях-мишенях 
‘лишь в незначительных количествах. Как 25-оксихолекаль- 
циферол, так и 1,25-диоксихолекальциферол образуются в 
небольших количествах только в одном органе и разносят 
ся плазмой к тканям-мишеням, обладают значительной био- 
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логической активностью, что позволяет причислять их к 
соединениям ряда гормонов. 

Таким образом, витамин Д, синтезируемый в организме 
или вводимый извне, подвергается различным метаболиче- 
ским превращениям до проявления физиологического эф- 
фекта; К настоящему времени достигнуты значительные 
успехи в изучении обмена витамина Д. Это в определенной 
мере было обусловлено получением меченых препаратов ви- 
тамина Д с высокой удельной активностью, что позволило 
проводить исследования с применением данного витамина в 
физиологических дозах, с развитием методов экстракции, 
выделения и идентификации химической структуры метабо- 
литов витамина Д. Анализ представленных данных позволя- 
ет отметить следующие основные моменты в метаболизме 
витамина Д. 

1. Витамин Д синтезируется в организме из соответст- 
вующих провитаминов при воздействии ультрафиолетовых 
лучей. В последние годы показана возможность биосинтеза 
витамина Д ферментативным путем. Имеются предположе- 
ния, что витамин Д, синтезируемый в организме, отличается 
по своей структуре от витамина Д, получаемого путем хими- 
ческого синтеза. 

2. Витамин Д, поступающий через рот, всасывается глав- 
ным образом в тонком кишечнике при непосредственном 
Участии желчных кислот. При этом химическая структура 
витамина Д не претерпевает существенных изменений. 

3. Витамин Д транспортируется в крови в связанной с 
сывороточными белками форме. Эта связь предохраняет мо- 
лекулу витамина Д от метаболических деградаций и выпол- 
няет важную роль в транспорте его к специфическим рецеп- 
торным молекулам органов-мишеней. 

4. Выделение витамина Д через желчь с калом представ- 
ляет основной путь его элиминации. Витамин Д, обладая не- 
высокой скоростью элиминации, может накапливаться в ор- 
ганизме и вызывать токсические явления. 

5. Витамин Д, введенный в организм в физиологических 
дозах на фоне его недостаточности, избирательно аккуму- 
лируется (преимущественно в виде биологически активных 
метаболитов) в тканях-мишенях (слизистая тонкого кишеч.. 
ника и костная ткань). В этих тканях содержатся специфи- 
ческие рецепторные молекулы для витамина Д и его мета- 
болитов. Характер субклеточного распределения витамина. 
Д и его обменно-активных форм может свидетельствовать о 
ядерном уровне действия витамина Д путем инициации 
процессов транскрипции и трансляции генетической инфор- 
мации. При введении витамина Д в дозах, превышающих. 
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физиологическую потребность в нем, он аккумулируется во 
многих органах и тканях. 

6. Витамин Д, по-видимому, проявляет свое действие 
после преобразования его молекулы в обменно-активные 
соединения. В метаболических превращениях витамина д 
важную роль играют печень и почки, где синтезируются его» 
обменно-активные формы. 

Известно, что между введением витамина Д и проявле- 
нием его физиологического эффекта существует латентный 
период. Исходя из приведенных данных можно полагать, 
что определенная часть латентного периода в действии ви- 
тамина обусловлена временем, необходимым для преобразо- 
вания его молекулы в обменно-активные формы. Однако ла- 
тентный период, по-видимому, не ограничивается только 
названным промежутком времени. В частности, в настоящее 
время имеются экспериментальные данные, позволяющие 
полагать, что механизм действия витамина Д заключается 
в инициации транскрипции генетической информации в 
РНК и последующего образования функциональных белко- 
вых молекул. Данный подход к исследованию роли витами- 
на Д представляет несомненный интерес. 





Глава Ш 


ВЛИЯНИЕ ВИТАМИНА Д 
НА МЕТАБОЛИЗМ БЕЛКА 
И НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Наряду с общеизвестным действием ви- 
тамина Д на минеральный обмен имеется значительный фак- 
тический материал, свидетельствующий, что как при рахите, 
так и при гипервитаминозе Д, в организме возникают изме- 
нения в обмене белка и нуклеиновых кислот. Наличие обшир- 
ного комплекса биохимических и морфологических сдви- 
тов при недостаточном или избыточном поступлении витами- 
на Д также свидетельствует, что данный витамин прямо или 
косвенно вмешивается во многие виды обмена веществ. Ре- 
зультаты некоторых исследований показывают, что влияние 
витамина Д на метаболизм макромолекул предшествует его 
действию на минеральный обмен. 

Таким образом, изучение влияния витамина Д на мета- 
болизм белка и нуклеиновых кислот существенно важно как 
для выяснения механизма действия витамина Д, так и вопро- 
сов, касающихся патогенеза рахита и гипервитаминоза Д. 
Интерес к исследованию влияния витамина Д на обмен бел- 
ка и нуклеиновых кислот возрос особенно в последние годы, 
в связи с получением данных, позволяющих полагать, что 
витамин Д, по аналогии со стероидными гормонами (Сергеев 
и др., 1971), может быть индуктором, стимулирующим геном, 
ответственный за биосинтез белковых компонентов системы 
транспорта кальция. 


Взаимодействие витамина Д 
и актиномицина Д 


Одним из важных вопросов в выяснении 
механизма действия витамина Д является установление 
сущности латентного периода между временем введения ви- 
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тамина и началом оказываемого им эффекта. Как одним из 
возможных объяснений задержки в действии витамина Д 
явилось предположение, что витамин Д может инициировать 
некоторые биохимические процессы. В частности, допуска- 
лось, что в слизистой кишечника и костной ткани должны 
синтезироваться ферменты, участвующие в процессах кост- 
ной мобилизации и абсорбции кальция в кишечнике, а вита- 
мин Д может играть важную роль в инициации синтеза этих 
белковых молекул. В 1964—1965 гг. из ряда лабораторий 
появились сообщения, что такие ингибиторы синтеза белка и 
нуклеиновых кислот, как пуромицин и актиномицин Д, при 
введении их паратиреоидэктомированным крысам ингибиру- 
ют действие паратиреоидного гормона на содержание каль- 
ция в сыворотке крови (МИВачца а. оф|., 1964; Вазшиззеп а. 
о{№., 1964; ТазВИап а. обВ., 1964; Капш, Кгапе, 1965; Та- 
зВлап, 1965). 

Поскольку действие гормона ингибировалось при подав- 
лении процессов транскрипции и трансляции, логично было 
предположить, что влияние паратиреоидного гормона на ме- 
таболизм кальция связано с биосинтезом каких-то белковых 
молекул. Однако не менее логично считать, что ингибирую- 
щее влияние актиномицина Д и пуромицина на эффект пара- 
тиреоидного гормона может быть опосредовано через вита- 
мин Д. Правомочность последнего предположения основыва- 
ется на данных Казшиззеп с сотр. (1963) и Нагт1зоп (1964), 
которые показали, что наличие витамина Д для проявления 
типеркальцемического действия паратиреоидного гормона 
обязательно, в то время как витамин Д проявляет свое дейст- 
вие и у паратиреоидэктомированных животных. Таким обра- 
зом, к названному времени создалась определенная предпо- 
сылка для изучения влияния витамина Д на метаболизм бел- 
ка и нуклеиновых кислот и возможной роли этих процессов 
в механизме действия витамина Д на минеральный обмен. 

Впервые Ей1зепз$ешт и Раззауоу (1964) в опытах с приме- 
нением актиномицина Д, являющегося специфическим ин- 
тибитором ДНК-зависимого синтеза информационной РНК 
(Весь а. офВ., 1961), показали, что предварительное введе- 
ние данного антибиотика блокирует гиперкальцемический 
эффект больших доз витамина Д. В последующем появились 
убедительные данные, что актиномицин Д полностью пред- 
отвращает повышение уровня сывороточного кальция, повы- 
шение транспорта кальция в вывернутом кишечном мешке 
шт УЙНго и стимуляцию абсорбции кальция в кишечнике Ш 
у1уо, вызванные витамином Д у рахитичных крыс и цыплят 
(Могшап, 1965, 1966; 21 а. оё®., 1965, 1966; Возтай, СВеп, 
1966). Примечательно, что актиномицин Д ингибирует дей- 
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ствие витамина Д, даже примененного в дозе, превышающей 
физиологическую потребность в нем в несколько тысяч раз. 
Ингибирующий эффект актиномицина Д на абсорбцию каль- 
ция в кишечнике зависит от дозы и сроков введения как ан- 
тибиотика, так и витамина Д (табл. 15). 


Таблица 15 


Влияние актиномицина Д на всасывание 
кальция в кишечнике, стимулируемое 
витамином Д (Могшап, 1965) 
Концентрация Са“, 


Доза ак- имп/мин[ мл, через 


Доза вита- тиноми- 


мина, МЕ цина, 
мг/100 г 30 мин 60 мин 


(М-+ш) (Мм) 


Эксперимент А 


0 840+230 | 1200 + 240 
10,9 780 +320 | 1280-=360 

1,0 |1290+500 | 1500+430 
0 2440+430 | 2750+370 


Эксперимент Б 
0 0 35070 600-150 
20000 


10,0 690 420 750250 
_ 20000 


0 1770390 | 2100490 


Эксперимент В 


- 4000 0 2310=320 | 2920+290 
4000(за 24 | ^ 
час до вве- ` 
дения акти- 
номицива Д) 10,0 2500=450 | 3100150 
Примечание. Транспорт Са45 ‘изучался путем 
измерения радиоактивности сыворотки крови. 
Са45 вводили перорально через 24 час после вве- 
дения витамина Д. В экспериментах А и Бакти- 


номицин Д вводили за 2 час до применения 
витамина Д. 


Нужно отметить, что актиномицин Д оказывал влияние 
на проявление физиологического Эффекта всех. исследован- 
ных препаратов витаминов группы Д: холекальциферола, 
эргокальциферола, дигидротахистерина» и дигидротахисте- 
риназ. Это в определенной степени может свидетельствовать 
0б идентичности механизма действия витаминов группы Д; 

Актиномицин Д не только ингибирует действие витами. 
на Д, но способен также вызывать симптомы Д-витаминной 


76 








недостаточности. У цыплят, выздоровевших от рахита после 
лечения витамином Д.з, вновь появились симптомы Д-вита- 
минной недостаточности уже через 48 час после введения 
антибиотика (Могтаип, 1966). Возобновление заболевания У 
подопытных цыплят невозможно было объяснить недоста- 
точностью витамина Д, поскольку они накануне применения 
актиномицина Д получали 20 000 МЕ холекальциферола. Од- 
ним из возможных объяснений данного явления может быть 
предположение, что в названный промежуток времени мо- 
гут исчезнуть короткоживущие белки и ферменты, которые 
принимают участие в метаболизме кальция и были синте- 
зированы раньше в условиях достаточного снабжения ви- 
тамином Д. 

Рахитогенное действие актиномицина Д было недавно 
показано и в опытах на интактных крысах (Любошиц, 
1970). У крыс, получавших актиномицин Д в дозе 1 мг/кг, 
независимо от дозы вводимого витамина развивалась клас- 
сическая рентгенологически выраженная картина рахита, 
идентичная картине рахита у крыс, содержавшихся на ра- 
хитогенной диете. Применявшиеся при этом дозы витамина 
Д превышали физиологическую потребность в нем в 20— 
400 раз. 

Актиномицин Д вызывает гипокальцемию у нормаль- 
ных, нефроэктомированных, адреналэктомированных и ти- 
реоидэктомированных (с функционирующим трансплантан- 
том парашитовидной железы) крыс (КПоо, Кома1е\зКу, 
1965). Между тем результаты исследований Возтап и СБеп 
(1966) свидетельствуют, что действие витамина Д на мине- 
ральный обмен в костной ткани не чувствительно к актино- 
мицину Д. Очевидно, рахитогенный эффект актиномицина 
Д обусловлен ингибирующим действием последнего на сти- 
мулируемую витамином Д абсорбцию кальция в кишеч- 
нике. 

Представляет интерес, что торможение действия витами- 
на Д вызывает не только актиномицин Д, но и такие соеди- 
нения, как пуромицин и 5-фтор-оротовая кислота (71а. офВ., 
1966). Эти соединения, как известно, воздействуют на гене- 
тические механизмы клеток, регулирующие образование 
белков и ферментов, и могут прерывать систему биосинтеза 
белка на различных звеньях. В связи с этим названные со- 
единения широко применяются для тестирования участия 
различных препаратов в регуляции системы биосинтеза бел- 
ка. Поскольку действие витамина Д тормозилось этими ме- 
таболическими ингибиторами, можно было ожидать, что 
появление эффекта витамина Д связано с биосинтезом оп- 
ределенных белковых молекул. 
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Рассмотрим возможные варианты участия актиномици- 
на Д в проявлении физиологического эффекта витамина Д 
на метаболизм кальция. 

1. Актиномицин Д, являясь токсичным соединением, 
может вызывать различные изменения типа некроза или 
гибели клеток и приводить к изменению проницаемости би- 
ологических мембран для кальция. Таким образом, эта воз- 
можность предусматривает прямое участие актиномицина 
Д в метаболизме кальция. 

2. Актиномицин Д может изменять метаболизм витами- 
на Д путем блокады синтеза белков и ферментов, принимаю- 
щих участие или в процессе абсорбции витамина, или в об- 
разовании его биологически активных метаболитов, или в 
циторецепции витамина. 

3. Более вероятной возможностью может быть предполо- 
жение, что витамин Д является регулятором ДНК-зависимо- 
го синтеза РНК и последующего образования специфическо- 
го белка, являющегося необходимым компонентом системы 
транспорта кальция, а актиномицин Д блокирует эти биохи- 
мические процессы. 

4. Не исключено одновременное сочетание названных 
выше факторов. 

Подробными исследованиями было показано, что актино- 
мицин Д, вводимый в дозах 0,2—1,0 мкг/г веса тела, не на- 
рушает исходный уровень метаболизма кальция и фосфора 
у рахитичных крыс и цыплят (Возтап, Снеп, 1966; 71 а. 
о$., 1966а). При этом было выявлено, что у рахитичных 
животных имеется определенный критический уровень аб- 
сорбции кальция в кишечнике, мобилизации костного ми- 
нерала и концентрации сывороточного кальция, который не 
ингибируется актиномицином Д. Повышенный уровень аб- 
сорбции кальция в кишечнике, вызванный введением вита- 
мина Дз или дигидротахистерина» рахитичным животным, 
снижается до исходного уровня после введения актиномици- 
на Д. 

Исходя из этих данных нужно подчеркнуть важность 
моделирования истинной Д-витаминной недостаточности в 
исследованиях, направленных на выяснение роли актино- 
мицина Д в системе транспорта кальция. Возможно, что 
заключение Н. Е. Нагт1з01п и Н. С. Нагт1зоп (1966) о воздей- 
ствии актиномицина Д на транспортную систему кальция 
как таковую, а не на эффект витамина Д исходит из экспе- 
риментальных условий (авторы отмечают, что в опытах ис- 
пользовались крысы, содержавшиеся на лишенной витами- 
на Д диете лишь в течение 2—3 недель, причем концентра- 
ция сывороточного фосфора оставалась нормальной, а гисто- 
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логические изменения в тканях, характерные для рахита, 
отсутствовали). 

Было показано также, что актиномицин Д в использо- 
ванных дозах не вызывает каких-либо заметных деструктив- 
ных изменений в слизистой кишечника (71 а. о®., 1966а). 
Следовательно, данный антибиотик может быть пригодным 
для специфического блокирования физиологического эф- 
фекта витамина Д в исследованиях, направленных на вы- 
яснение механизма действия последнего на транскрипцию 
генетической информации. 

Актиномицин Д эффективно блокирует действие вита- 
мина Д независимо от того, вводится ли последний перораль- 
но или парентерально (Моттап, 1966а). На основании этих 
данных высказывается предположение, что ингибирующее 
влияние антибиотика не связано с его воздействием на про- 
цессы абсорбции витамина Д в кишечнике. 

Актиномицин Д не оказывает заметного влияния на тка- 
невое распределение радиометки после введения рахитич- 
ным животным Н3З-витамина Дз (791 а. офВ., 196ба). Однако 
эти данные не дают нам никаких сведений о влиянии анти- 
биотика на уровне образования метаболитов витамина Ди 
распределения последних в тканях и субклеточных орга- 
неллах. 

Совсем недавно было обнаружено, что процесс трансфор- 
мации молекулы витамина Дз в 25-оксихолекальциферол не- 
чувствителен к актиномицину Д, однако последний пред- 
отвращает превращение 25-оксихолекальциферола в более 
полярные метаболиты, в том числе и в 1,25-диоксихолекаль- 
циферол (Тапака, Ое Тлса, 1971а; Тапака а. офВ., 1971). Кро- 
ме того, актиномицин Д снимает стимулирующее действие 
95-оксихолекальциферола на кишечный транспорт кальция, 
в то время как процесс абсорбции кальция в ответ на 
введение 1,25-диоксихолекальциферола оказался нечувстви- 
тельным к антибиотику. Возможно, что стадия «чувстви- 
тельности» действия витамина Д к актиномицину Д пред- 
ставлена на уровне названных метаболических превраще- 
ний. В частности, можно предполагать, что 25-оксихолекаль- 
циферол каким-то образом инициирует процессы транс- 
крипции и трансляции, приводящие к биосинтезу белка, 
участвующего в ферментативных превращениях 25-оксихо- 
лекальциферола в 1,25-диоксихолекальциферол. Однако эти 
данные не отрицают наличия других, еще не выявленных 
аспектов взаимодействия витамина Д с актиномицином Д. 
Подобное предположение основывается, во-первых, на том 
факте, что еще не выяснено, является ли 1,25-диоксихоле- 
кальциферол основным биологически активным метаболи- 
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том, ответственным за проявление физиологического эф- 
Фекта витамина Д. Имеется также ряд других метаболитов 
витамина Д, чувствительность которых к антибиотику еще 
не изучена. Во-вторых, накоплен фактический материал, 
свидетельствующий в пользу предположения, что физиоло- 
гический эффект витамина Д связан с биосинтезом белка, 
являющегося компонентом системы транспорта кальция. 
Представляет интерес, что действие витамина Д блоки- 
руется актиномицином Д при условии введения последнего 
или одновременно, или за 1—2 час до применения витамина 
Д (Могмап, 1966). При введении актиномицина Д через 
5—8 час после применения витамина Д ингибирующий эф- 
фект антибиотика на опосредованный витамином Д транс 
порт кальция не проявляется. Эти данные дают возмож- 
ность полагать, что актиномицин Д ингибирует одну из 
ранних стадий в цепи биохимических реакций, инициируе- 
мых витамином Д. Поскольку актиномицин Д, с одной сто- 
роны, тормозит действие витамина Д на транспорт кальция 
в кишечнике, с другой стороны, данный антибиотик блоки- 
рует биосинтез белка на уровне образования информацион- 
ной РНК, представляло интерес исследовать влияние вита- 
мина Д на метаболизм нуклеиновых кислот и белка в ки- 
шечнике и выявить возможную взаимосвязь между данны- 
ми процессами и эффектом витамина на кальциевый обмен. 


Регуляция витамином Д обмена 
нуклеиновых кислот 


Изучение данного вопроса начато отно- 
сительно недавно, вслед за плодотвор- 
ными исследованиями о влиянии ингибиторов син- 
теза белка и нуклеиновых кислот на проявление 
физиологического эффекта витамина Д, и направлено глав- 
ным образом на выяснение механизма, действия витамина 
Д в клетке. Тот факт, что актиномицин Д (ингибитор тран- 
скрипции генетической информации) снимает физиологиче- 
ский эффект витамина Д, указывает на возможность послед- 
него осущертвлять свое действие путем влияния на генети- 
ческий аппарат клеток. Изучение механизма подобного 
действия витамина Д в деталях является довольно сложным 
и порой дискутабельным. Однако к настоящему времени в 
этой ‘области получены интересные сведения, проясняющие 
механизм действия витамина Д в отношении уровня участия 
его в биохимических процессах. 
В опытах на крысах, содержавшихся в течение 3—4 не- 
дель на диете без витамина Д, было установлено, что внут- 
рибрюшинное введение 2000 МЕ холекальциферола вызы- 
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вает трехкратное увеличение скорости включения НЗ-орото- 
вои кислоты в ядерную РНК слизистой тонкого кишечника 
(Зфой5 а. офН., 1967) (табл. 16). Максимальный эффект наб- 
людается при этом через 3 час после применения витамина. 
Уменьшение дозы витамина (до 10 МЕ) приводит к сниже- 


Таблица 16 


Влияние витамина Д. на скорость 
инкорпорации Н3-оротовой кислоты в ядерную 
РНК слизистой тонкого кишечника 
рахитичных крыс (5401$ а. офН., 1967) 











Удельная активность Н3-РНК 
Доза ви- | Вре- , 
тамина, | мя, имп[мин/ОП (Мат) 
мВ РОЕ Витамин Д | Контроль 
2000 2,0 258 +8(4) 166+ 13(4) 
2000 3,0 376 = 58{10) 134 + 22(10) 
2000 5,0 323 + 23(8) 178 + 21(8) 
2000 8,0 207 + 83(8) 233 + 99{8) 
10 5,0 69 +2(4) 70—10(4) 
10 8,0 119+8(4) 77 6{4) 
10 12,0 97 =3(4) 73 = 2(4) 


Примечание. Все животные получали 50 
микрокюри Н3-оротовой кислоты за 1 час до за- 
боя. Определения проводили через указанное 
время (час) после введения соответствующей до- 
зы витамина Д. Числа в скобках указывают ко- 
личество животных. 


нию эффекта, но латентный период в действии холекальци- 
ферола на биосинтез РНК удлиняется до 8 час. Нужно от- 
метить, что в данном эксперименте исследовался биосинтез 
быстрометящейся РНК. Отсутствие заметных сдвигов в ско- 
рости инкорпорации меченого предшественника в микросо- 
мальную, митохондриальную и цитоплазматическую РНК 
указывает на то, что влияние витамина Д на биосинтез 
быстрометящейся РНК в пределах слизистой тонкого ки- 
шечника строго специфично и проявляется лишь в случае 
с ядерной РНК. Неспособность холекальциферола вызывать 
заметные изменения в скорости включения Н3-оротовой кис- 
лоты в РНК печени и почки свидетельствует о наличии тка- 
невой специфичности в действии витамина Д на метаболизм 
ний витамином Д биосинтеза РНК слизистой 
тонкого кишечника наблюдалась и в опытах на рахитичных 
цыплятах (Могшап, 1966Ъ; Гамзоп а. о{Ъ., 1969а), хотя в 
данном случае латентный период в действии витамина Д 
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оказался значительно короче и составлял лишь 10—30 мин. 
Возможно, что укорочение латентного периода связано с 
применением большей дозы витамина (авторы применяли 
5000 МЕ холекальциферола). Существенно важным момен- 
том является то, что как у крыс (71 а. офВ., 1966а), так и 
у мышей (Могтап, 1966Ъ) стимулированный витамином Д 
биосинтез РНК в слизистой кишечника полностью блокиру- 
ется предварительным введением актиномицина Д. Нужно 
отметить, однако, что у рахитичных цыплят витамин До в 
отличие от холекальциферола или не оказывал, или оказы- 
вал лишь незначительное влияние на биосинтез РНЁ в сли- 
зистой тонкого кишечника (Могшап, 1966Ъ). Очевидно, это 
является отражением того, что биологическая активность 
холекальциферола для цыплят превышает активность эрго- 
кальциферола приблизительно в 10 раз. В связи с этим пред- 
ставлялось весьма важным исследовать влияние витамина 
Д. на метаболизм РНК в слизистой кишечника крыс, по- 
скольку известно, что биологическая активность витаминов 
До и Д;: для крыс равнозначна. 

Учитывая эти данные, мы исследовали влияние витами- 
на Д. на скорость включения неорганического ортофосфата 
натрия, меченного Р3?, в ядерную РНК слизистой тонкого 
кишечника интактных крыс. При выборе препаратов и экс- 
периментальных условий мы руководствовались следующи- 
ми соображениями. 

Во-первых, для более детального суждения о воздейст- 
вии какого-либо препарата на биосинтез макромолекул не- 
обходимо изучение данного процесса с применением воз- 
можно большего числа соответствующих меченых пред- 
шественников. В изложенных выше данных о характере 
биосинтеза РНК судили по скорости включения Н3-оротовой 
кислоты (Эфойз а. офВ., 1967; Га\узоп а. офВ., 1969а) или Н?- 
уридина (Могшап, 1966Ъ). Поэтому нами выбран неоогани- 
ческий ортофосфат натрия, меченный Р?32; он широко апро- 
бирован и применяется во многих лабораториях при изуче- 
нии биосинтеза быстрометящейся РНК. 

Во-вторых, не было данных о влиянии витамина Д на 
метаболизм РНК слизистой кишечника у интактных живот- 
ных. Между тем значимость исследования данных вопросов 
для выяснения взаимозависимости синтетических процессов 
в клетке и физиологического эффекта витамина Д очевидна, 
поскольку влияние витамина Д на минеральный обмен про- 
является как у рахитичных, так и у интактных животных. 

Нами выявлено стимулирующее влияние витамина Дь 
на скорость инкорпорации меченого ортофосфата натрия в 
ядерную РНК слизистой тонкого кишечника интактных 
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м, 
( 
ть крыс (табл. 17). При этом с увеличением дозы препарата 
м возрастает его стимулирующее влияние на биосинтез РНК, 
и и укорачивается промежуток времени от введения витамина 
д до начала повышения скорости включения радиометки в 
у ядерную РНК. Однако подобный дозозависимый эффект 
4 имеет, по-видимому, определенный предел. Об этом свиде- 
тельствует отсутствие различий в величинах максимальных 
ь эффектов, вызванных введением витамина в дозах 30000 и 
и. . Таблица 17 
то Влияние витамина До. на скорость инкорпорации РЗ? в ядерную 
ть РНК слизистой тонкого кишечника интактных крыс (М-т) 
то. о Е А-а нЕ 
| Доза ви- Включение Р:? в РНК, % к контролю, после введения 
ы О амина витамина через 
а И М Е ЕЕ 
го- МЕ 2 час 4 час 8 час 12 час | 24 час | 48 час 
а 100 | 986,9 | 95+8,1 | 972,3 |106=3,9 |102-=3,2 | 982,8 
1000 | 96-7,2 | 989,3 |108 7,9 |119+4,1 |100+1,9 | 933,9 
ни. Р<0,05 
та. 15000 1100=3,8 |108=6,2 |136+6,3 |118+4,3 | 899,3 | 925,2 
Р<0,01 | Р<0,05 
го 30000 | 95+12,0132-+5,5 |144-+5,1 |120-3,8 |106-3,8 | 974,9 
{с Р<0,01 | Р<0,001| Р<0,02 
(и- 45000 1103=11,1143-4,9 |121+4,2 |108-7,9 |110-6,9 | 969,1 
а Р<0,001 Р<0,02 
т- Примечание. Абсолютные значения включения РЗ? в ядерную 
ге- РНК контрольных животных приняты за 100%. Каждое значение 
представляет среднюю величину 4—8 определений. Р дано только 
)3- для статистически значимых изменений (Р< 0,05). 
д- 
ре 45 000 МЕ. Нужно отметить, что латентный период действия 
й витамина Д› на биосинтез РНЕ, слизистой кишечника у ин- 
[3- тактных крыс оказался продолжительнее, а величина э4- 
и фекта значительно меныше, чем при применении витамина 
т на рахитичных животных. Это, по-видимому, можно объяс- 
нить тем, что у интактных животных, заранее обеспеченных 
| определенным количеством витамина Д, последний поддер- 
| живает скорость биосинтеза РНК на более высоком уровне, 
на | чем у рахитичных животных. В связи с этим дополнитель- 
уг ное введение витамина вызывает у них меньшую ответную 
08 реакцию. : 
8 | Таким образом, можно говорить об идентичности дейст- 
58, вия витамина Д на метаболизм быстрометящейся ядерной 
р” РНК слизистой тонкого кишечника у рахитичных и интакт- 
7х. ных животных. 
д В наших исследованиях однократное введение витамина 
‚8 Д. в дозах 1000—45 000 МЕ не вызывало заметных сдвигов 
ыя 83 








в скорости включения Р?3? в высокополимерную РНК печени 
и почки интактных крыс. Следовательно, и в данном случае 
наблюдается тканевая избирательность в действии витами- 
на Д: стимуляцию биосинтеза РНК витамин Д вызывает в 
ткани, являющейся для него мишенью. 

Нами исследовался метаболизм ядерной РНК слизистой 
тонкого кишечника при До-витаминной интоксикации, вы- 
званной длительным (в течение 5—20 дней) введением ин- 
тактным крысам масляного раствора витамина Д> в суточной 
дозе 1000—45 000 МЕ (Тажибаев, 19726). При этом наряду 


Таблица 18 


Включение Р?3? в ядерную РНК слизистой тонкого кишечника 
крысе после длительного введения витамина Д› в высоких 
дозах (М-Ет) 


Суточная Включение Р?з? в РНК, % к контролю, после 
доза вита- введения витамива в течение 


мива, ЕЕ АА чье ибивиечийи 352. ба 


мЕ/1002| Б дней | 10 дней | 15 дней | 20 дней 





1000 1076,7 1052,3 1094,9 1052,1 

15000 132+5,2 121+5,7 1187,7 1127,2 
Р<0,01 Р<0,05 

30000 148 =4,3 1515,3 129-=6,1 1194,8 
Р< 0,001 Р< 9,001 | Р<0,02 Р< 0,05 

45000 155+4,9 1423,8 1253,9 1205,1 
Р<0,001 Р<0,001 | Р<0,01 Р< 0,05 


Примечание. Забой животных проводили через сутки 
после последнего введения витамина Д›. Абсолютные значе- 
ния включения РЗ? в ядерную РНК контрольных животных 
приняты за 100%. Каждое значение представляет среднюю 
величину 4—8 определений. Р дано только для статистиче- 
ски значимых изменений (Р< 0,05). 


с выраженными признаками Д-гипервитаминоза (клиниче- 
ские признаки, увеличение веса почек и надпочечников, по- 
вышение концентрации сывороточного кальция и др.) наб- 
людалось повышение скорости биосинтеза ядерной РНК 
слизистой тонкого кишечника (табл. 18). Изменения оказа- 
лись нропорциональными дозе введенного препарата. Наи- 
большая стимуляция включения метки в РНК наблюдалась 
в первые 5—10 дней введения витамина До, после чего повы- 
шение скорости биосинтеза РНК было менее выражено. 
Нужно отметить, Что длительное введение витамина Дов 
суточной дозе 1000 МЕ/100 г не привело к развитию выра- 
женных признаков Д-гипервитаминоза и не вызвало стати- 
стически достоверных изменений в биосинтезе РНК слизистой 


84 











кишечника, хотя удельная радиоактивность РНК при этом 
оставалась на более высоком уровне по отношению к конт- 
ролю. 

Таким образом, результаты изложенных исследований 
свидетельствуют о наличии определенной взаимосвязи меж- 
ду физиологическим эффектом витамина Д и участием его 
в процессах регуляции метаболизма РНК в слизистой тон- 
кого кишечника. Взаимосвязь названных процессов опреде- 
ляется по многим признакам. 

Во-первых, витамин Д селективно аккумулируется в яд- 
рах слизистой тонкого кишечника, являющейся для него 
мишенью. Влияние витамина Д на метаболизм РНК также 
носит избирательный характер и проявляется в стимуляции 
биосинтеза ядерной РНК слизистой кишечника. Это может 
свидетельствовать о ядерном уровне действия витамина Д 
путем участия в регуляции синтетических процессов в 
клетке. 

Во-вторых, обратный характер зависимости продолжи- 
тельности латентного периода действия витамина Д на аб- 
сорбцию кальция в кишечнике от дозы применяемого ви- 
тамина проявляется и в случае оценки влияния последнего 
на биосинтез РНК в кишечнике. Другими словами, дли- 
тельность латентного периода действия витамина Д как на 
абсорбцию кальция, так и на обмен РНК, в слизистой кишеч- 
ника имеет обратную зависимость от дозы применяемого ви- 
тамина. Время стимуляции витамином Д биосинтеза РНК 
находится при этом в пределах латентного периода действия 
витамина на обмен кальция. 

Следовательно, стимуляция витамином Д биосинтеза 
макромолекул предшествует его физиологическому эффек- 
ту. Возможно, что часть латентного периода в проявлении 
физиологического эффекта витамина Д обусловлена време- 
нем, необходимым для стимулируемых витамином Д синте- 
тических процессов, приводящих в конечном счете к обра- 
зованию компонентов системы транспорта кальция. Тот 
факт, что различия в биологической активности препаратов 
из витаминов группы Д для различных видов животных 
коррелируют е их эффективностью стимулировать биосин- 
тез РНК, может также служить косвенным подтверждени- 
ем о наличии тесной взаимосвязи между влиянием витами- 
на на биосинтез макромолекул и обмен кальция. Наконец, 
стимулируемый витамином Д биосинтез РНК в слизистой 
тонкого кишечника так же, как и физиологический эффект 
витамина Д, полностью блокируется предварительным вве- 
дением актиномицина Д. Поскольку последний является 
специфическим ингибитором ДНК-зависимого синтеза РНК, 
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логично полагать, что блокирование биосинтеза макромоле- 
кул обусловливает торможение эффекта витамина Д. 
Недавно стало известно, что 25-оксихолекальциферол 
(метаболит витамина Д., образующийся в печени) так же, 
как и витамин Д., обладает стимулирующим действием на 
инкорпорацию меченых предшественников в ядерную РНК 


Таблица 19 


Влияние 25-оксихолекальциферо- 
ла на скорость инкорпорации 
НЗ-оротовой кислоты в ядерную 
РНК слизистой тонкого 
кишечника (Соиз!з а. о4В., 
1970ъ) 


Удельная ак- 


слизистой тонкого кишечника 
рахитичных крыс (Сопз1тз а. 
офй., 1970Ъ) (табл. 19). Однакс 
при этом имеется существен- 
ная разница в продэлжитель- 
ности латентного периода меж- 
ду введением препарата и про- 
явлением его действия на ско- 
рость биосинтеза РНК. По- 


тивность НЗ-РНК, 
имп[мин|ОП (М+ т) 


Экспе-| Вре- 
ри- мя, 
мент | час 


скольку введенный 25-оксихо- 
лекальциферол минует меха- 
низм активации в печени, ре- 
акция в виде синтеза РНК 
при его применении появляет- 
ся быстрее, чем при введении 
идентичной дозы витамина Дз. 

Известно (ВШшпф$ а. офф., 
1968), что 25-оксихолекаль- 
циферол, введенный внутри- 
венно, инициирует транспорт 
кальция в кишечнике через 
2—3 час после инъекции, в то 
время как эквивалентная доза 
витамина Дз требует для пол- 
ного ответа 8—10 час. Стиму- 
ляция же биосинтеза РНК до- 
стигает максимума через 2 час после введения 10 МЕ 25-окси- 
холекальциферола, что согласуется со временем стимуляции 
им транспорта кальция в кишечнике. По-видимому, за 2—3- 
часовой промежуток времени после введения 25-оксихоле- 
кальциферола должны синтезироваться витамин Д-зависи- 
мые компоненты системы транспорта кальция. 

Таким образом, 25-оксихолекальциферол является био- 
логически активным метаболитом витамина Дз не только в 
отношении регуляции транспорта кальция в кишечнике и 
резорбции костного минерала, но и в отношении стимуляции 
биосинтеза РНК в слизистой тонкого кишечника. Очевидно, 
при этом активна не сама молекула витамина, а его биоло- 
гически активный метаболит (или метаболиты). Возможно, 
таким метаболитом является 25-оксиформа витамина Д. Од- 


Конт- 
роль 


25-ОН-вита- 
мин Д; 


149 = 32 
157 =30 
242 +17 
244 +11 


15045 
119+28 
1404 

204-16 


Примечание. Витамин Д-дефи- 
цитные крысы получали внутри- 
венно 10 МЕ (0,25 мкг) 25-окси- 
холекальциферола и забивались 
через 0,5, 1, 2 и 4 час. За 30 мин 
до забоя каждой крысе вводили 
внутривенно 50 микрокюри 5- 
Н3-оротовой кислоты. 
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нако еще не получено окончательного ответа на данный 
вопрос, поскольку известно, что 25-оксихолекальциферол и 
25-оксиэргокальциферол преобразуются в организме в по- 
лярные метаболиты. Некоторые изних (1,25-диоксихолекаль- 
циферол, 21,25-диоксихолекальциферол и 25,26-диоксихо- 
лекальциферол) уже идентифицированы, но, к сожалению, 


еще не исследовано их влияние на метаболизм нуклеиновых 
кислот. 


Если в настоящее время сам процесс стимуляции био- 
синтеза РНЕ в слизистой кишечника после введения живот- 
ным витамина Д уже не вызывает никаких сомнений, то 
исследования, направленные на выяснение механизма по- 
добного взаимодействия витамина с генетическим аппара- 
том клеток, еще весьма немногочисленны. Не ясна еще судь- 
ба ядерной РНК, синтезированной в ответ на введение вита- 
мина Д, поскольку известно, что основная часть ядерной 
РНЕ не покидает пределы ядра (Наги1з, 1968). Поскольку 
витамин Д не изменяет общее содержание РНК в слизистой 
кишечника (Гамзоп а. офВ., 1969а), то можно думать о по- 
вышенном обмене РНК в ядрах слизистой тонкого кишечни- 
ка под влиянием витамина Д. Не ясно, почему у животных 
< Д-витаминной недостаточностью введение витамина д. 
приводит к 2—3-кратному увеличению скорости биосинтеза 
РНК в слизистой тонкого кишечника. Данный эффект зна- 
чительно превосходит ожидаемый, если предполагать, что 
витамин Д ответствен за биосинтез одного или нескольких 
белковых компонентов системы транспорта кальция. 
| Интересные данные получили НаШсК и Ое Тмса (1969) 
при исследовании влияния витамина Д на матричную ак- 
| тивность хроматина слизистой тонкого кишечника. Авторы 
‘инкубировали хроматин слизистой тонкого кишечника ра- 
| хитичных крыс, которым за 2—4 час до забоя вводили 2000 
МЕ витамина Дз, с 8-СМ-аденозинтрифосфатом и остальны- 
ми немеченными нуклеозидтрифосфатами в присутствии 
очишенной ДНК-зависимой РНК-полимеразы Е. Сой. Вве- 
дение витамина Дз значительно увеличивало скорость вклю- 
чения метки в РНК, причем наибольшая стимуляция синте- 
за РНК (в 1,3—2,8 раза) наблюдалась через 3 час после вве- 
дения витамина Д. Эти данные полностью согласуются с 
результатами исследований по влиянию витамина Д на био- 
синтез РНК и служат еще одним подтверждением, что ви- 
тамин Д функционирует путем инициации транскрипции 
ДНК в информационную РНК, кодирующую синтез специ- 
фических функциональных белков. : 

Попытки локализовать точку приложения в действии ви- 
тамина Д на процессы транскринции генетического мате- 
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риала остаются пока безуспешными. В частности, было по- 
казано, что стимулирующий эффект витамина Д на биосин- 
тез РНК в слизистой кишечника не обусловлен влиянием 
витамина на активность как М5?*-стимулируемой, так и 


Мп?*-стимулируемой  ДНК-зависимой  РНК-полимеразы 
(Га\узоп а. о{В., 1969а). 


Поскольку витамин Д регулирует процессы биосинтеза 
РНК в слизистой тонкого кишечника, естественно ожидать 
появления некоторых сдвигов и в физико-химических свой- 
ствах нуклеиновых кислот и/или нуклеопротеидов под влия- 
нием витамина Д. 

Нами изучено влияние витамина До в условиях ш ухо 
и ш уйто на стабильность и конформационные свойства 
ДНЕ, ДНП и РНК слизистой тонкого кишечника интакт- 
ных крыс. Влияние витамина Д на вторичную структуру и 
стабильность нуклеиновых кислот исследовали методом теп- 
ловой денатурации. Данный метод является чувствитель- 
ным при оценке степени разделения нитей нативной спи- 
ральной молекулы ДНК под действием различных химиче- 
ских агентов. Основу денатурации, как известно, составляет 
превращение двунитчатой спирали ДНК в однонитчатые 
клубки, проходящее через стадию расплетания спирали. 
Критери 
перехода или как ее часто называют — температура «пла- 
вления» (Тиз), соответствующая равновесию, при котором 
50% всех молекул находятся в форме двунитчатых спира- 
лей, а 50% — в форме клубков. Оптический метод исследо- 
вания структурного перехода основан на изменении спектра 


поглощения света при 260 и 280 нм в процессе перехода 
спираль клубок. Причем больший вклад 


в поглощение 
ДНК при 260 нм дают АТ пары, а при 280 ни—ГЦ пары мак- 
ромолекулы. Это дает возможность сделать дифференциаль- 
ную оценку степени денатурации АТ и ГЦ пар основа- 
ний ДНК по методу Фельзенфельда — Сандина (Ее]зепЕе1а, 
Бапаше, 1962). 

Изменения третичной структу 
под влиянием витамина До. иссл 
вискозиметрии. Данный метод позволяет судить о конфор- 
мации биополимеров в растворе и определить их характе- 
ристическую вязкость. Последняя, по данным вискозимет. 
рии, является одним из важных параметров молекул нукле- 
иновых кислот, по которому можно судить о размерах, 
форме, жесткости и нативности п 


репаратов макромолекул. 
Вязкость характеризует гидродинамические свойства и 
асимметрию молекул и поэтому ряд сдвигов в полимере, в 


результате которых происходит изменение формы без умень_ 
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ем денатурации служит температура структурного 


ры нуклеиновых кислот 
едовались нами методом 











кор авы а веса, также может приводить к из- 
вязкости. Метод вискозиметрии широко применя- 


ВАНН иные аоть веса нуклеиновых 
цессе денатурации и рен ромолекулярной структуры в про- 
не Пет Асы (Магииг а. офй., 1963), а 
ко-химических агентов ао ини 9 
(Доти, 1961; Дэви а молекулы нуклеиновых кислот 
; дсон, 1968). 
а ДНК. НЫ, Ре производили инкубацию препа- 
и № слизистой тонкого кишечника ин- 
, . Реакционная смесь состояла из раство- 
ров нуклеиновых кислот (ДНК и ДНИ в концентрации 
0,002 0, а РНК — 0,05%) и витамина Д› (в концентрации 
1Ж10-5М). 

Растворителем для ДНП служил 0,7 М МаС1, для ДНК— 
стандартный солевой раствор (0,15 М Мас! + 0,015 М цит- 
рат натрия) и слабый солевой раствор (0,015 М Мас! + 
-—-- 0,0015 М цитрат натрия), для РНК — стандартный соле- 
вой раствор. Хотя витамин До практически нерастворим в 
воде, при смешивании его спиртового раствора с водой об- 
разуется стабильная мелкодисперсная система, имеющая 
вид слабо опалесцирующего раствора. Для приготовления 
таких дисперсий 0,01 мл раствора витамина Д> в свежепе- 
регнанном этаноле (10 мг/мл) разводили в 23 мл соответст- 
вующих растворителей для ДНИ, ДНК иРНК. 

В серии опытов 1 У1Уо производили определение физи- 
ко-химических параметров ДНК, ДНИ и РНК слизистой 
тонкого кишечника крыс, которые через желудочный зонд 
получали однократную (45 000 МЕ за 4 час до забоя) или 
многократную (по 45 000 МЕ в течение 5 дней) дозу масляно- 
го раствора витамина Д›. Определения производили в тех же 
растворителях, которые применялись в серии опытов ш уй- 
то, но без добавления витамина Д.. 

Результаты раздельной оценки степени денатурации АТ 
и ГЦ пар ДНК слизистой тонкого кишечника крыс под вли- 
янием витамина До в зависимости от различных условий 
п влены в таблице 20. 

ве в. видно, что инкубация витамина Д» с днк 
интактных крыс в слабом солевом растворе НЕ в 
которое стабилизирующее действие на АТ пары Е. о 
не вызывает изменений в температуре плавления Ц пар. 
При этом влияние витамина на земная и 
пар возрастает с увеличением времени предв р 


кубации в водной среде. 
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з При однократном введении витамина Д. в условиях шп 
У1уо наблюдались менее выраженные сдвиги в стабильности 
ДНК, что выражалось в повышении температуры плавления 

Т пар лишь в пределах 1°. Температура плавления ГЦ пар 
при этом оставалась постоянной. Однако при хроническом 


Таблица 20 


Влияние витамина Д. на температуру денатурации АТ и ГЦ 
пар оснований ДНК слизистой тонкого кишечника крыс 
в зависимости от присутствия витамина в инкубационной 
среде или введения его в условиях ш у1уо 





Препарат| Концентра- |Время ин- Тпл» °С Ти, °С 


ция витами-| кубации, | 
днк на (М) час АТ пар | ГЦ пар 


2. а 66,0 | 68,0 2,0 

1х10_5(М)| 0,5 68,0 68,0 0 

1%10—5(М)| 12,0 69,0 | 68,0 1,0 
Е. =. 67,0 | 68,0 1,0 
> Е 66,0 | 68,0 2,0 


Примечание. При инкубации в отсутствии витамина д. 
Ти оснований ДНК не менялась. 1 — ДНК интактных крыс, 
2 — ДНК крыс, получавших однократную дозу витамина 
Д› (45 000 МЕ за 4 час до забоя), 3 — ДНК крыс с Д-гипер- 
витаминозом (по 45 000 МЕ в течение 5 дней). 


введении витамина Д. не было обнаружено изменений в 
стабильности ДНК слизистой кишечника. Не выявлено так- 
же каких-либо заметных сдвигов в денатурации как АТ, так 
и ГЦ пар ДНИ слизистой кишечника во всех исследованных 
группах. 

Небольшие изменения температуры плавления ДНК 
интактных крыс в водной среде в присутствии витамина д, 
по-видимому, обусловлены образованием слабых комплек- 
сов между ДНЕ и витамином. На основании результатов на- 
ших исследований трудно судить о характере подобного вза- 
имодействия. Однако, исходя из данных, что стероидные 
гормоны, родственные по своей химической структуре с ви- 
тамином Д, образуют слабые комплексы с основаниями днк 
(Сергеев и др., 1971а, 1972; Осняч, 1971), можно предполо- 
жить о возможности образования подобных по прочности 
комплексов и в случае с витамином Д. Возможно также, что 
под влиянием витамина Д, как и в случае со стероидными 
гормонами, могут возникать локально денатурированные 
участки ДНК с образованием свободных азотистых основа- 
ний, с которыми затем взаимодействует витамин Д. 
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Обнаружение лишь незначительных сдвигов (в пределах 
1°) в температуре плавления ДНК слизистой тонкого кишеч- 
ника крыс, получавших однократную дозу витамина, и от- 
сутствие изменений в стабильности ДНК в случае с хрони- 
ческим введением витамина Д могут свидетельствовать, что 
витамин Д в условиях ш У1уо не оказывает заметного влия- 
ния на вторичную структуру ДНК. 


Таблица 21 


Влияние витамина Д, на характеристическую 
вязкость препаратов ДНК, ДНП и РНК слизистой 
тонкого кишечника крыс 











Характэрис- 
Концентра- |В 5 
Препарат ция витами- ара, чай Аететкг: 
” 
Я. дл|/г 
днк (1) 75,0 
днк (1) 1х105М 0,5 15,0 
ДНК (1) 1х10 5м 12,0 74,0 
ДНК (2) 62,0 
днк (3) 73,0 
дни (1) 26,0 
дни (1) 1х105м 0,5 31,0 
днП (1) 1х105м 12,0 37,0 
ДНИ (2) 29,0 
ДНИ (3) 27,0 
РНК (1) 17,0 
РНК (1) 1х10—5м 12,0 16,0 
РНК (1) 1х10—5М 12,0 16,0 
РНК (2) 17,5 
РНК (3) 17,0 


Примечание. Характеристическая вязкость препа- 
ратов ДНК, ДНП и РНК не менялась при инкубации 
в отсутствии витамина До. В скобках даны условные 
обозначения: (1) — препараты из интактных крыс, 
(2) — препараты из крыс, получавших однократную 
дозу витамина Д., (45000 МЕ за 4 час до забоя), 
(3) — препараты из крыс с Д-гипервитаминозом (по 
45 000 МЕ в течение 5 дней). 


Экстраполированные значения характеристической вяз- 
кости ДНИ, ДНК и РНК слизистой тонкого кишечника при 
различных экспериментальных условиях представлены в 
таблице 21. Данные по изучению конформации препаратов 
ДНК в водной среде в присутствии витамина Д свидетельст- 
вуют, что витамин Д не оказывает заметного влияния на 
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характеристическую вязкость ДНК слизистой кишечника 
интактных крыс. 

Характеристическая вязкость ДНИ слизистой тонкого 
кишечника несколько повышается под влиянием витамина 
Д в условиях как шп У то, так и ш у1\у0. Эффект витамина 
более выражен в условиях ш УЙто и усиливается с увели- 
чением времени предварительной инкубации. Можно пола- 
гать, что изменение характеристической вязкости под влия- 
нием витамина Д› обусловлено взаимодействием последнего 
с молекулой ДНП. Поскольку вязкость является функцией 
асимметрии макромолекул, можно сказать, что витамин Д 
влияет на конформацию препаратов ДНП, возможно, без 
существенного изменения его молекулярного веса. 

Для полного выяснения характера взаимодействия ви- 
тамина Д с нуклеиновыми кислотами и нуклеопротеидами 
и взаимосвязи этих процессов с механизмом физиологиче- 
ского действия витамина Д необходимо комплексное изуче- 
ние данной проблемы с применением различных методов 
исследования, в том числе методами седиментационного 
анализа, хроматографии, электронной микроскопии и т. д. 
Представляет интерес изучение взаимодействия витамина 
Д с основаниями нуклеиновых кислот и белковым компо- 
нентом. 

Полученные нами данные дают возможность полагать, 
что витамин Д взаимодействует с ДНИ слизистой тонкого 
кишечника. Отсутствие изменений характера тепловой де- 
натурации ДНИ под влиянием витамина Д, очевидно, обус- 
ловлено тем, что при высоких значениях ионной силы (0,1) 
реакционная способность нуклеопротеида очень мала. По- 
видимому, для выяснения этого вопроса необходимо исполь- 
зовать другие методические подходы. 

Таким образом, можно заключить, что для успешного 
выяснения механизма действия витамина Д на уровне хро- 
мосом одним из целесообразных путей может быть изуче- 
ние влияния витамина Д на физико-химические свойства 
ДНИ слизистой тонкого кишечника. 

Известно, что витамин Д преобразуется в организме в 
различные метаболиты, часть из которых обладает выра- 
женной Д-витаминной активностью. Витамин Д. в водной 
среде в условиях, близких к физиологическим (рН 7,0; 37°), 
подвергается быстрому аутоокислению с образованием пере- 
кисных и свободнорадикальных форм витамина (Спиричев 
и др., 1971). Показана также возможность образования по- 
добных соединений и в условиях ш \у1уо (Блажеевич, 1969). 
Исследования последних лет дают все больше сведений о 
том, что физиологическая реакция вызывается витамином 
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Д не в той форме, в какой о 
его биологически активны 


в ядерной (Муг@е а. оф\., 1970. 
тиновой (Наиззег, Могтап, Г АЕ В 


Н вводится в организм, а в виде 
х метаболитов. Радиоактивность 


) 
1969 фрак циях слизистой тон 
кого кишечника рахитичны 


разом не самим витамино 
кумуляции названных ме 
предитествует началу ст 


м, а его метаболитами. Время ак- 
таболитов в слизистой кишечника 


в имуляции биосинтеза РНК после 
введения витамина Д. Учитывая эти данные, уместно пола- 


тать, что наблюдаемые сдвиги в физико-химических свойст. 
вах макромолекул слизистой кишечника, равно как и сти- 
муляция синтетических процессов в клетке, обусловлены не 
самим витамином, а продуктом (или продуктами) его транс- 
формации. 

Многочисленные исследования свидетельствуют, что дей- 
‘ствие витамина Д направлено главным образом на регуля- 
цию гомеостаза кальция, сдвиги в котором могут приводить 
к специфическим изменениям в костной ткани. Поскольку 
полученные к настоящему времени сведения дают возмож- 
ность предполагать, что витамин Д является индуктором 
биосинтеза транспортного белка для кальция, изучение 
влияния витамина Д на синтетические процессы в костной 
ткани представляет несомненный интерес. 

Результаты исследований с применением гистохимиче- 
ских методов свидетельствуют, что при экспериментальном 
рахите в костной ткани наблюдаются значительные сдвиги 
в метаболизме нуклеиновых кислот (Миргазизов, 1965; 
Зпе!4оп, Вотзоп, 1960а, Ъ). 

Было установлено, что у крыс при рахите интенсивность 
синтеза ДНЕ в эпифизарной пластинке, оцениваемая по 
данным гистохимических и гисторадиоавтографических ме- 
тодов, существенно не изменяется, и включение Н-тимидина 
в ДНК наблюдается в клетках пролиферативной зоны и 
нижней части зоны созревания (Мапкш, Тарр!еПо, 1969). 
Синтез РНК в зоне пролиферации при рахите качественно 
не меняется, в то время как в зоне созревания наблюдается 
выраженное торможение биосинтеза РНК. Отмечается так- 
же снижение скорости обновления РНК в хондроцитах хря- 
зцевой пластинки при экспериментальном рахите а 
Киша, 1971). У крыс, которым после 5-недельного >: ый 
ния на рахитогенной диете в течение 6 дней м вить 
‘дневно по 5000 МЕ витамина Д», интенсивность за 
ЕЕ, быстро что сдвиги в метаболиз- 

Таким образом, можно думать, 

ной ткани, наблюдаемые при 
ме нуклеиновых кислот в кост 
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экспериментальном рахите, нормализуются при введении 
витамина Д. Стимулирующее влияние витамина Д на био- 
синтез РНК в костной ткани, возможно, как и в случае со 
слизистой тонкого кишечника, направлено на образование 
функционального белка. Однако исследования относительно 
влияния витамина Д на метаболизм нуклеиновых кислот в 
костной ткани немногочисленны, что создает определенные 
трудности в интерпретации описанных данных. Не изучен 
еще ряд важных моментов, выяснение которых необходимо 
для более детального суждения о наличии корреляции меж- 
ду обменом нуклеиновых кислот в костной ткани и меха- 
низмом действия витамина Д. 

При экспериментальном рахите у белых крыс наблю- 
дается снижение количества РНК в печени, почках, тимусе, 
селезенке и головном мозгу на фоне относительного повы- 
шения содержания ДНК в названных органах (Кавтарадзе, 
1969). Данные сдвиги в метаболизме нуклеиновых кислот в 
большинстве случаев предшествуют морфологическим изме- 
нениям, характерным для рахита, и усиливаются с увели- 
чением тяжести заболевания. При введении витамина Дз 
содержание нуклеиновых кислот в названных органах нор- 
мализуется не полностью, что указывает на относительную 
стабильность вызванных изменений. 

В опытах на рахитичных крысах было показано, что ви- 
тамин Д. в дозах 10—2000 МЕ не оказывает заметного влия- 
ния на скорость инкорпорации НЗ-оротовой кислоты в РНК 
печени и почек (Бфюрз а. офН., 1967). В последующем нами 
было обнаружено, что и более высокие дозы витамина Д»ь 
(1000—45 000 МЕ) не вызывают статистически достоверных 
сдвигов в скорости включения Р?? в высокополимерную РНК 
нечени интактных крыс в пределах 2—48 час после одно- 
кратного введения витамина. Однако при длительном вве- 
дении витамина Д»› в токсических дозах наряду с выражен- 
ными признаками Д-гипервитаминоза наблюдаются значи- 
тельные сдвиги в метаболизме высокополимерной РНК 
печени (табл. 22). 

Выяснено, что при хроническом применении витамина 
Д. в суточных дозах 15000, 30000 и 45 000 МЕ в ранние 
сроки гипервитаминоза наблюдается увеличение, а в более 
поздние сроки — некоторое снижение скорости включения 
метки в РНЕ печени. Увеличение дозы витам 
к более выраженным изменениям в ско 
ЕНВ 

Длительное введение витамина Д., в суточной дозе 
1000 МЕ не вызвало выраженных признаков Д-гипервитами-. 
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ноза и заметных сдвигов в скорости включения Р?? в высо- 
кополимерную РНК печени. 

Влияние витамина Д на скорость биосинтеза РНЁ, в пе- 
чени в отличие от слизистой тонкого кишечника проявляет- 
ся только с появлением признаков Д-гипервитаминоза. Сле- 
довательно, сдвиги в метаболизме РНК, печени, вызванные 


Таблица 22 


Включение Р32 в высокополимерную РНК печени крыс 
после длительного введения витамина Д.› в высоких дозах 





Включение РЗ? в РНК, % к контролю, после 


Суточная 
введения витамина в течение 


доза вита- 
мина, 
МЕ/100 г 5 дней 





10 дней 15 дней 20 дней 











1000 1036,1 1025,8 1052,3 1044,6 
15 000 1123,2 121-+4,3 1193,8 985,1 
Р< 0,02 Р<0,05 
30 000 131+4,7 1853,1 128+4,5 962,8 
Р<0,01 Р<0,001 Р<0,02 
45 000 1475,0 1386,2 1194,1 875,7 

Р<0,001 Р<0,01 Р<0,05 








Примечание. Абсолютные значения включения Р?? в вы- 
сокополимерную РНК печени контрольных животных при- 
няты за 100%. Каждое значение представляет среднюю ве- 
личину 4—8 определений. Р дано только для статистически 
значимых изменений (Р< 0,05). 


витамином Д, являются, по-видимому, результатом его ток- 
сического действия и не имеют непосредственного отноше- 
ния к физиологическому эффекту витамина Д. Эти данные 
могут представлять определенный интерес при выяснении 
патогенеза заболеваний, связанных с избыточным поступле- 
нием витамина Д в организм. 

Таким образом, витамин Д стимулирует включение ме- 
ченых предшественников в РНК слизистой тонкого кишеч- 
ника. Предварительное применение ингибиторов синтеза 
белка и нуклеиновых кислот блокирует данный эффект ви- 
тамина Д. Присутствие витамина Д в инкубационной среде 
или предварительное введение его животным вызывает опре- 
деленные сдвиги в некоторых Физико-химических свойст- 
вах ДНК и ДНП слизистой тонкого кишечника. Обнаружено 
также стимулирующее влияние витамина Д на биосинтез 
РНК в костной ткани. Результаты этих экспериментов в 
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комплексе с данными, полученными в опытах по распределе- 
нию витамина Д, могут свидетельствовать о влиянии послед- 


него на уровень генетического аппарата компетентных кле- 
ток. 


Участие витамина Д в регуляции 
обмена белка 


Дальнейшим подтверждением предполо- 
жения о действии витамина Д на процессы транскрипции и 
трансляции генетической информации явились результаты 
исследований по влиянию витамина Д на метаболизм белка. 
Изучение данных вопросов, начатое У/аззегтаи с сотр., Ус- 
пешно разрабатывается в настоящее время в нескольких ла- 
бораториях. 

Еще в 1963 г. \Маззегтап и Тау!ог обнаружили, что в 
супернатанте слизистой тонкого кишечника леченных вита- 
мином Д цыплят локализуется значительно больше радио- 
кальция, чем в супернатанте слизистой кишечника рахитич- 
ных цыплят. В последующем авторы показали (Тау1ог, У\аз- 
зегтап, 1965), что фактор, ответственный за связывание 
кальция, представлен макромолекулой растворимой фазы 
гомогената слизистой тонкого кишечника цыплят, леченных 
витамином Д. 

Связывающая способность кальция была продемонстри- 
рована следующим путем. Оказалось, что скорость диффу- 
зии кальция через полупроницаемую мембрану заметно сни- 
жается в присутствии супернатанта слизистой кишечника 
цыплят, получавших витамин Д, чем в аналогичном случае 
с рахитичными цыплятами (\Уаззегтап, Тау]от, 1966). Сле- 
довательно, витамин Д-зависимый фактор слизистой кишеч- 
ника каким-то образом связывает кальций и предотвращает 
его диффузию через полупроницаемую мембрану. В случае 
же с гомогенатом кишечника рахитичных цыплят вследст- 
вие отсутствия названного фактора, что в свою очередь оно- 
средовано недостатком витамина Д, наблюдается свободный 
диализ кальция. Следующим важным моментом в установ- 
лении наличия в слизистой кишечника зависимого от вита- 
мина Д кальций-связывающего фактора явились исследова- 
ния с применением катионообменных смол. Последний кон- 
курирует за кальций с веществами, связывающими его. При 
добавлении радиокальция в среду, состоящую из суспензии 
нерастворимой катионообменной смолы (Свеех-100) и су- 
пернатанта слизистой кишечника распределение меченого 
кальция между растворимой и нерастворимой фазами зави- 
сит от концентрации растворимого кальций-связывающего 
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фактора в супернатанте. П 
супернатанта слизистой к 
тамин Д, 


ри наличии в подобной системе 
и. вика цыплят, получавших ви- 
ется в растворимой фаз ачительно больше обнаружива- 
шечника цыплят с Д-витам и ее 
иннои недостаточностью. При по- 

вышении концентрации кальция в 
цент относительного соде ее - 
что свидетельствует о а ржания его в растворимой фазе, 
кальций-связывающег а МрОЕи Е Дары 
п о фактора в слизистой кишечника. Ре- 
2 довании свидетельствуют, что витамин 
Д стимулирует образование какого-то кальций-связывающе- 
го фактора. Рассмотрим природу и свойства этого фактора. 

Экспериментальные данные, полученные в исследовани- 
ях с применением различных физико-химических методов, 
ультрафиолетовой спектрофотометрии и специфических фер- 
ментов, воздействующих на протеины, показывают, что сти- 
мулируемый витамином Д кальций-связывающий фактор в 
слизистой тонкого кишечника имеет белковую. природу (У!аз- 
зегтап, Тау]от, 1968, 1969). В частности, комплекс назван- 
ного фактора с кальцием разрушается при воздействии 
трипсином и проназой: Фермент не оказывает влияния на 
активность связывания кальция у рахитичных животных. 
Фактор связывания разрушается при нагревании до 86° в 
течение 10 мин и сохраняется при нагревании до 70°. Он не 
диализируется через вискиновский целлофан. О белковой 
природе фактора свидетельствуют также результаты элект- 
рофоретических, хроматографических и иммунофлуорес- 
центных методов анализа (О017и1 а. офВ., 1970; Тау1ог, 
У/аззегтап, 1970). 

Таким образом, можно считать установленным, что в 
ответ на введение витамина Д у рахитичных цыплят обра- 
зуется специфический кальций-связывающий белок. Этот 
белок при электрофорезе в полиакриламидном геле дает од- 
ну полосу, легко обнаруживаемую в супернатанте слизистой 
кишечника цыплят, получавших витамин Д, и отсутствую- 
щую в тканях рахитичных цыплят. Кальций-связывающий 
белок обладает высокой электрофоретической подвижностью 
по сравнению с другими протеинами, что используется при 
его получении и очистке. +. 

Витамин Д-зависимый кальций-связывающий белок был 
впервые выделен из надосадочной жидкости гомогената сли- 
зистой двенадцатиперстной кишки цыплят осаждением суль- 
фатом аммония и очищен при помощи гельфильтрации че- 
рез сефадекс Г-100 и препаративного диск-электрофореза в 
акриламидном геле (Тауог, Уаззегтап, 1967; УМ/аззеттапй 
а. офв., 1968). Молекулярный вес КАИ ЗОВИНЕВ Ао 
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белка, определенный методом фильтрации через откалибро- 
ванную колонку с сефадексом Г-100 и методом седиментаци- 
онного анализа, был равен соответственно 2,8Ж10* и 2,5% 
Ж10*. Константа седиментации составляла 2,96 ед. Сведбер- 
га (20°). Около 30% аминокислотного состава данного белка 
приходилось на долю аспарагиновой и глутаминовой кислот, 
104% — лейцина и 8% — лизина. 


Кальций-связывающий белок обладает высоким сродст- 
вом к ионам кальция. Константы комплексообразования дан- 
ного протеина для Са, Эт и Ва равны соответственно 2,6 
Ж10° МУ, 3,9Ж10* М! и 5,8Ж103 М-! (\Мазвзегтап а. о%Ё., 
1968). Однако в недавних исследованиях (МТаззегтап, Сот- 
тадто, 1971) было выявлено, что эта константа для кальция 
значительно выше (приблизительно в 4 раза) и составляет 
105 М '. Кальций-связывающая активность белка имеет два 
максимума — при рН равном 6,3 и 9,2. Изоэлектрическая 
точка протеина — при рН 4,3. Поскольку М-этилмалеймид, 
йодоацетат и Р-хлормеркурийбензоат не ингибировали реак- 
цию связывания кальция, авторы приходят к заключению, 
что сульфгидрильные группы не участвуют в образовании 
этой связи. 


Содержание кальций-связывающего белка составляет 
2,5—3% от общего белка гомогената слизистой кишечника 
(МГаззегтал а. офВ., 1968). Вычисления показывают, что кон- 
центрация этого протеина в эпителиальных клетках состав- 
ляет приблизительно 10-4 М, если принять допущение, что 
протеин полностью высвобождается из клеток при гомоге- 
низации и что на долю эпителиальных клеток приходится 
20% влажного веса слизистой кишечника. 


Недавно из слизистой тонкого кишечника крыс путем 
хроматографии на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой были изоли- 
рованы два типа зависимого от витамина Д кальций-связы- 
вающего белка (00171 а. о%В., 1970). При анализе их 
свойств с помощью  диск-олектрофореза в полиакриламид- 
ном геле и определения плотности в градиенте сахарозы при 
ультрацентрифугировании было установлено, что молеку- 
лярный вес этих протеинов составляет 24000 и 145 000. Пер- 
вый из них (с меньшим молекулярным весом) по скорости 
миграции в полиакриламидном геле был идентичен каль- 
ций-связывающему белку, изолированному из слизистой 
кишечника цыплят. Эти протеины обладали также разной 
способностью связывать кальций. Белок с меньшим молеку- 
лярным весом ассоциировал лишь один атом кальция, в то 
время как большая молекула белка связывала более двух 
атомов кальция. 
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Витамин Д-зависимый к 
наруженный впе 


был изолирован в последующем 
крыс (КаП{е]х, Тау]ог, х. 


11 а. оёВ., 1970; Огезсвег, Ое Глса, 1971), собак (Тау]ог а. 


альций-связывающий белок, об- 
рвые у цыплят (\аззегтап а. офв., 1968), 
из слизистой кишечника 
1967; ЭевасЩег а. офй., 1967; Оо17л- 


офН., 1968), коров (МУаззегшап, 
1от а. о\й., 1968; УМ/Таззеттаи, 
зегтаи, Сотта4шо, 1971). 


У цыплят данный протеин обнаруживается во всех сег- 
ментах тонкого кишечника, в поперечно-ободочной кишке 
(Тау!ог, У’аззегтап, 1970) и в почках (Тау1ог, \Маззегтап, 
1967, 1970); у несущихся кур он находится и в оболочечной 
железе матки (Согга@1то а. ой., 1968). Недавно методом 
электрофореза в полиакриламидном геле кальций-связыва- 
ющий белок выявлен в слизистой кишечника и почках не- 
которых рыб (карпы и щуки) (Бауман, Валиниеце, 1971). 
Эти протеины, выделенные у разных видов животных, на- 
ряду с общностью их основных свойств имеют и некоторые 
различия. Например, кальций-связывающий белок, изоли- 
рованный из ткани собак, резистентен к нагреванию при 
100° в течение 10 мин, не разрушается трипсином и имеет 
меньший молекулярный вес. Однако сам факт наличия ви- 
тамин Д-зависимого кальций-связывающего белка в насто- 
ящее время уже не вызывает сомнения. Рядом точных мето- 
дов (иммунофлуоресцентный метод, обнаружение антител к 
данному белку и др.) было показано образование кальций- 
связывающего белка у рахитичных животных в ответ на 
введение витамина Д. 

Таким образом, указанный белок обнаруживается в тка- 
нях с напряженным минеральным обменом у самых раз- 
личных животных, что свидетельствует об участии его в 
метаболизме кальция. 

Кальций-связывающий белок обнаруживается в тканях 
животных, обеспеченных витамином Д, и отсутствует в тка- 
нях рахитичных особей. Следовательно, для образования 
названного белка необходимо наличие витамина Д. Влияние 
витамина на синтез кальций-связывающего белка во многом 
коррелирует с его действием на обмен кальция. Исходя из 
этих данных можно думать, что влияние витамина Д на ме- 
таболизм кальция опосредовано образованием кальций-свя- 
зывающего белка. Рассмотрим данные, свидетельствующие 
о взаимозависимости этих процессов. 

Имеется тесная корреляция между временем появления 
кальций-связывающего белка в слизистой кишечника и на- 
чалом повышения абсорбции кальция в кишечнике у рахи- 
тичных животных в ответ на введение витамина Д (У/аззег- 


Сотгаа шо, 1971), обезьян (Тау- 
Тау!ог, 1971) и людей (\Маз- 
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пап, Тау]ог, 1966; Мас Стеёог а. офв., 1970). Время обнару- 
жения кальций-связывающего белка после введения витами- 
На Д находится в пределах латентного периода в действии 
витамина Д на транспорт кальция в кишечнике. Более под- 
робная оценка данного явления с применением различных 
методов (иммунодиффузия, электрофорез, катионообменные 
смолы) для идентификации кальций-связывающего белка 
показала наличие полного параллелизма между индукцией 
образования названного белка и кишечной абсорбцией каль- 
ция даже при условии применения витамина Дв широко 
варьирующих дозах (ЕЪе] а. о{Н., 1969). С увеличением дозы 
витамина Д наблюдается укорочение продолжительности 
латентного периода в действии витамина Д как на абсорб- 
цию кальция в кишечнике, так и на образование кальций- 
связывающего белка. 

Однако имеются и данные, что эти два процесса (всасы- 
зание кальция и образование кальций-связывающего белка), 
зависимые от витамина Д, не являются полностью сопря- 
женными (Нагшеуег, Ое Тмса, 1969). Авторы обнаружили, 
что стимуляция абсорбции кальция в кишечнике после вве- 
дения рахитичным цыплятам витамина Дз наблюдается до 
появления кальций-связывающего белка, хотя максимум 
обоих показателей приходился на одинаковый промежуток 
времени. Возможно, что подобное утверждение обусловлено 
методическими трудностями обнаружения малых количеств 
кальций-связывающего белка в начальном периоде его обра- 
зования. 

Интенсивность абсорбции кальция в кишечнике и содер- 
жание кальций-связывающего белка в супернатанте мукозы 
увеличиваются пропорционально дозе введенного витамина 
Д (Е Бе! а. о., 1969). Оральное введение рахитичным кры- 
сам 500 МЕ витамина Д. или Дз приводит к повышению 
кальций-связывающей активности гомогенатов слизистой 
двенадцатиперстной кишки соответственно в 3—4 раза (Ка!- 
Ёе]2, Тау1ог, 1967). Повышение концентрации кальций-свя- 
зывающего белка сопровождается Усилением абсорбции 
кальция в кишечнике. Содержание витамин Д-зависимого 
кальций-связывающего белка в слизистой тонкого кишечни- 
ка (в расчете на единицу белка в супернатанте гомогената 
слизистой кишечника) уменьшается в следующем порядке: 
двенадцатиперстная кишка — тощая кишка — подвздошная 
кишка (Тау1ог, Уаззегтаи, 1967), что полностью соответст- 
вует способности этих участков абсорбировать кальций. Кон- 
центрация кальций-связывающего белка в тканях соответст- 
вует потребности организма в солях кальция в зависимости 
от возраста (молодые, пожилые) и функционального состоя- 
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ния животных (несущиеся куры, 
Ч110 а. о%В., 1968; У'аззегтап, Тау]ог, 1969). 


Интересные данные были обнаружены в исследованиях, 
направленных на выяснение корреляции между образовани- 


ненесущиеся куры) (Согга- 


ем кальций-связывающего белка и содержанием кальция в 
диете (\У/аззегтап, Тау]от, 1969). Цыплята, содержавшиеся 
первоначально на диете с нормальным уровнем кальция, 
переводились на низкокальциевую диету. Оба вида диеты 
включали адекватное количество витамина Дз. При этом пос- 
ле некоторого снижения скорости абсорбции кальция и со- 
держания кальций-связывающего белка в начальный пери- 
од наблюдалось повышение обоих показателей с течением 
времени. Эти данные показывают, что молекулярной осно- 
вой давно известного факта, свидетельствующего о способ- 
ности адаптации животных к низкому содержанию кальция 
в диете, может быть повышенное образование витамин Д-за- 
висимого кальций-связывающего белка (\Маззегтап, Тау]ог, 
1969). В отличие от кальция, содержание фосфора в диете 
не оказывает влияния на кальций-связывающую активность 
белка слизистой кишечника при обеспечении витамином Д 
(КтгауИ\, Кап, 1971). 

Все эти данные в комплексе наводят на мысль о наличии 
тесной взаимосвязи между влиянием витамина Д на обра- 
зование кальций-связывающего белка и метаболизм каль- 
ция. Появление кальций-связывающего белка в ответ на 
введение витамина Д сопровождается повышением абсорбции 
кальция, причем оба процесса протекают приблизительно в 
одинаковый промежуток времени. Методические возможно- 
сти определяют трудности в выявлении точного времени на- 
чала каждого из этих процессов. Можно привести следую- 
шие возможные варианты включения витамин Д-зависимого 
кальций-связывающего белка в процессы транслокации каль- 
ция при учете различной последовательности воздействия 
витамина Д на образование кальций-связывающего белка 
и абсорбцию кальция (\Маззегтап, Тау1от, 1969). 

1. Витамин Д или его метаболит каким-то путем (воз- 
можно, воздействием на уровне генетического аппарата, кле- 
ток слизистой кишечника) повышает биосинтез кальций-свя- 
зывающего белка. Последний взаимодействует с мембрана- 
ми эпителиальных клеток слизистой кишечника и повышает 
их проницаемость для ионов кальция, что в конечном счете 
приводит к повышению всасывания в кишечнике данного 
минерала. Следовательно, предполагается, что ре ви- 
тамина Д на образование кальций-связывающего белка 


101 








предшествует другим биохимическим сдвигам, приводящим 
к усилению абсорбции кальция. 

2. Витамин Д или его метаболит избирательно аккуму- 
лируется в ядерных мембранах слизистой кишечника (71 
а. офВ., 196ба), взаимодействует с ним и, влияя на их прони- 
цаемость для ионов кальция, меняет внутриклеточное рас- 
пределение кальция. 

В настоящее время трудно судить, предшествует ли из- 
менение мембранной проницаемости образованию кальций- 
связывающего белка в ответ на введение витамина Д, или 
изменение скорости биосинтеза данного белка приводит к 
определенным сдвигам в структуре и функциональной актив- 
ности липопротеиновых мембран. Однако ни при одной из 
указанных возможностей не отрицается сам факт обра- 
зования кальций-связывающего белка в ответ на введение 
витамина Д. 

Следующий важный аспект в изучении кальций-связы- 
вающего белка имеет отношение к выяснению вопроса, син- 
тезируется ли названный протеин 4е поуо в ответ на введе- 
ние витамина Д или происходит лишь определенная транс- 
формация (или активация) предсуществующих белковых 
молекул; обусловлено ли образование протеина индукцией 
генетического материала клеток витамином Д или его ме- 
таболитами. Разрешение этих вопросов необходимо для по- 
нимания молекулярных механизмов, лежащих в основе 
взаимодействия витамина Д в клетке и некоторых резистент- 
ных к витамину Д наследственных рахитоподобных заболе- 
ваний. 

Данные о стимулирующем влиянии витамина Д на био- 
синтез белка подтвердились в опытах с применением мече- 
ных аминокислот. В частности, было показано, что витамин 
Дз стимулирует включение меченого лизина в суммарные 
белки субклеточных фракций слизистой тонкого кишечника 
рахитичных цыплят (Могтап а. оёй., 1969). 

Анализ включения глицина-1-С\ в белки субклеточных 
фракций (ядерная, митохондриальная, микросомальная и 
супернатант) слизистой тонкого кишечника, печени, почки, 
тимуса и селезенки интактных крыс, проведенный нами, по- 
казал, что имеется существенная разница в действии вита- 
мина До на биосинтез белка в названных органах (Сергеев и 
др., 1973). Однократное введение витамина Д. в дозах 1 000, 
15000, 30000 и 45000 МЕ стимулирует включение амино- 
кислоты в белки слизистой кишечника, но не оказывает за- 
метного влияния на биосинтез белка в других органах. Сдви- 
ги в метаболизме белка в печени, почках, тимусе и селезен- 
ке наступают лишь при длительном применении токсических 
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чу 





доз витамина. Стимулирующий эффект витамина До на вклю- 
чение глицина-1-С!“ в суммарные белки гомогенатов и суб- 
клеточных фракций слизистой тонкого кишечника зависиг 
от дозы и сроков применения препарата (табл. 23). Величи- 
на эффекта оказалась пропорциональной дозе препарата и 
была максимальной после инъецирования витамина в дозе 
45 000 МЕ. Стимулирующий эффект витамина Д был не- 
значительным при применении его в дозе 100 МЕ. С увеличе- 
нием дозы витамина Д› укорачивался латентный период 
между его введением и началом повышения скорости ин- 
корпорации радиометки в белковые фракции. Время повы- 
шения биосинтеза белка в зависимости от дозы введенного 
витамина находится в пределах латентного периода влияния 
витамина Д на транспорт кальция в кишечнике (от 4 до 
24 час, по данным Могтап, 1966). 


Таким образом, величина дозо-зависимого эффекта и дли- 
тельность латентного периода в действии витамина До на 
биосинтез белка в слизистой тонкого кишечника интактных 
крыс коррелируют с данными о стимулирующем влиянии 
витамина Д на биосинтез РНК и транспорт кальция в ки- 
шечнике. Это служит еще одним подтверждением наличия 
тесной взаимосвязи между стимулирующим эффектом ви- 
тамина Д на синтетические процессы в слизистой кишечника 
и влиянием его на метаболизм кальция. 

Нами проведен также анализ сдвигов в метаболизме бел- 
ка в слизистой тонкого кишечника при хроническом введе- 
нии витамина До в относительно высоких дозах. Повторное 
введение витамина Д. интактным крысам в течение 5, 10, 
15 и 20 дней в суточных дозах 15000, 30 000 и 45000 МЕ 
оказало стимулирующее влияние на включение глицина- 
1-СМ в белки гомогенатов и субклеточных фракций слизис- 
той тонкого кишечника (табл. 24). Данный эффект витами- 
на более выражен в ранние сроки гипервитаминоза. Величи- 
на эффекта оказалась пропорциональной дозе препарата. 
Наибольшие сдвиги обнаружены при этом в микросомаль- 
ной фракции. Стимулирующий эффект витамина До на ин- 
корнорацию меченой аминокислоты в белки слизистой ки- 
шечника при хроническом введении его в суточной дозе 
1000 МЕ был незначительным. 

Стимулирующее влияние высоких доз витамина Д на 
включение глицина-1-С" в белки слизистой тонкого кишеч- 
ника согласуется с данными, свидетельствующими о повы- 
ттенной абсорбции кальция в кишечнике при Д-гипервита- 
минозе. Возможно, усиленное образование кальций-связыва- 
ющего белка при Д-витаминной интоксикации обусловлива- 
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Таблица 23 


Включение глицина-1-С!* в белки субклеточных фракций слизистой тонкого кишечника крыс под влиянием 
однократной дозы витамина Д» 





Доза ви- Включение глицина-1-С! в белки, % к контролю, после введения витамика через 
тамина, 
МЕ/100 г 2 час 4 час 12 час 24 час 48 час 





Фракция 





100 101,3+4,2 95.7+6,1 103,0+5,7 109,2+5,9 97,5=1,8 
1000 97,9+5,8 93,1н+-5,2 ‚344,3 112,4 +3,7 101,9+4,9 


15 000 88,6+6,1 103,4+3,5 + = 115,4+3,9 106,1+3,0 
Томогенат г 
30 000 ь 117,1+3,9 134,6+3,3 + 3 98,2+6,1 
Р< 0,001 < 
45 000 + 132,0+5,5 122,5+4,2 + 102,6+2,8 
Р< 0,01 Р< 0,02 


100 Б 3,7 98,1+6,0 105,0+4,7 

1000 96,1+5,2 104,9+3,1 115,3 55,2 
15 000 ь 104,3+4,7 117,0+5,2 119,1+3,8 
Р< 0,05 
30 000 + 108,1+6,1 130,7+4,7 123,2+4,2 
Р< 0,01 Р< 0,02 
45 000 но 121,3+3,8 132,3 +3,9 128,9+4,5 
Р<0,02 Р<0,01 Р<0,01 


100 Е 98,447 | 103,645,1 | 108.142 
1000 95,1+3,2 | 106/154.8 т 
101,645,6 | 120'3+4'0 

Р<0,02 





























Р<0,05 Р< 0,01 Р<0,05 
99,1+5,6 123,4-+3,7 424,8 +3,9 118,9 +4,6 121,1+4,2 112,8 6,7 
Р<0,01 Р< 0,01 Р<0,05 Р<0,02 


100 103,0+6,5 97,6+4,6 95,2+3,1 105,7 6,3 108,2+2,7 102,6+5,4 
1000 96,7 +4,8 101;4+3,7 97,71 =2 117,2+3,8 118,4+3,1 104,9 +2,9 


Митохондрии 100,8+8,1 110,7+4,5 121,4+5,7 124,2+3,5 118,4 =2,7 115,1+3,9 
| Р<0,05 


Р< 0,05 3 
30 000 97,6+4,7 122,0+4,4 Еы 112,2+5,3 ЕЁ 111,4+6, 


45 000 102,2+7,3 =: 120,8+4,1 115,0+5,8 
Р<0,02 


Микросомы 


100 5 95,4 +3,8 100,6+5,2 
1000 = 97,8 7,1 102,3+4,0 

15 000 = 109,1+5,4 123,8+3,5 

| 30 000 + 120,4+4,3 124,9+2,8 


Супернатант 


| 15 000 92,3+5,9 94,6 +4,2 121,0+5,1 118,7+3,8 = 113,1+3,2 





Р< 0,02 Р< 0,01 
45 000 ВЕ 126,7 +3,9 123,2+4,1 ‚54,7 
м вы Р<0,01 Р<0,02 Р< 0,05 

















Примечание. Абсолютные значения включения глицина-1-С\ в белки контрольных животных приняты за 100%. 


Каждое значение представляет среднюю величину 4—8 определений. Р дано только для статистически значимых 
изменений (Р< 0,05). 



















































5 в влиянием 
Включение глицина-1-СМ в белки субклеточных фракций слизистой тонкого кишечника крыс под 
однократной дозы витамина Д› 
ный очи Е. ^ Ко ЮЖН. “, ыы 
Включение глицина-1-С!! в белки, % к контролю, после введения витамина через 


Доза ви- 
тамина, 


Фракция МЕ/100 г 


100 
1000 


15 000 
30 000 
45 000 


Гомогенат 


100 
1000 
15 000 


Ядра 30 000 
45 000 
100 


1000 
15 000 







2 час 


101,3-+4,2 
97,9-5,8 


88,6+6,1 
91,0+2,7 
93,4-5,5 
95,4=1,8 
91,7-2,6 
88,0-7,1 
87,4+5,8 
91,2-6,7 





4 час 


95.7=6,1 
93,11+5,2 


103,4+3,5 


117,1-3,9 
Р<0,05 
125,9+4,1 
Р<0,01 


92,8+3,7 
96,1+5,2 
104,3+4,7 


108,1+6,1 


121,3+3,8 
Р<0,02 


98,4+4,7 
95,1+3,2 
101,6+5,6 


8 час 


94,1+3,5 
101,4-+6,1 


121,1+4,0 
Р<0,02 
184,6+3,3 
Р<0,001 
132,0+5,5 
Р<0,01 


98,1+6,0 
104,9+3,1 
117,0-5,2 


130,7=4,7 
Р<0,01 
132,3 +3,9 
Р<0,01 


103,6+5,1 

106,1-4,8 

120,3+4,0 
Р<0,02 








Таблица 23 


12 час | 24 час 48 час 


103,0+5,7 109,2-5,9 97,5 +1,8 
118,3+4,3 112,4+3,7 101,9 +4,9 
Р<0,05 

122,9+=3,4 115,4 +3,9 106,1+3,0 


Р<0,01 Р<0,05 
121,2-5,5 116,8 4,1 98,2 -=6,1 
Р<0,05 Р< 0,05 
122,5 4,2 119,1-5,0 102,6 +2,8 
Р<0,02 Р<0, 05 


105,0+4,7 102,6 52,7 101,2+5,6 
115,3 45,2 113,1 6,1 108,6+4,7 
119,1+3,8 116,4+4,2 107,9-+6,2 


Р< 0,05 Р< 0,05 
123,2+4,2 119,3+5,0 111,2+3,8 
250,02 Р<0,05 

,9+4,5 121,5+3,9 106,4+2, 
Р< 0,01 Р< 0,02 ыы 





108,142, 2 105,0+3,6 100,5 +4 
108,9 55,7 | 1045461 196823 
1. 13-4.1 112,2+3,8 106,7 +5 


Р< 0,05 


Митохондрии 


Микросомы 


Супернатант 





30 000 
45 000 
100 
1000 
15 000 
30 000 
45 000 
100 
1000 
15 000 
30 000 


45 000 


м 


100,8=8,1 
99,1-5,6 
103,0+6,5 
96,7 4,8 
92,3=5,9 
97,6=4,7 
102,2 7,3 


110,7+4,5 


123,437 
Р<0,01 


97,6 =4,6 
101;4+3,7 


94,6 =4,2 


122,0+4,4 
Р< 9,02 

131,3 =5,0 
Р<0,001 


95,4=3,8 
97,8 +7,1 
109,1+5,4 
120,4+4,3 
Р<0,02 

126,7 3,9 
Р<0,01 





121,4+5,7 
Р<0,05 

424,8+3,9 
Р<0,01 


95,2-+3,1 
97,712 


121,0+5,1 
Р<0,05 

139,4+=4,1 
Р<0,01 
140,1+3,3 
Р<0,01 


100,6+5,2 
102,3 +4,0 
123,3+3,5 
124,9+2,8 
Р< 0,01 

123,2+4,1 
Р<0,02 





124,2+3,5 
Р<0,01 

118,9+4,6 
Р<0,05 


105,7 +6,3 
117,2-3,8 
Р<0,05 
118,7 3,8 
Р<0,05 
112,2+5,3 


120,8=4,1 
Р<0,02 


104,3-4,8 
111,5 +3,6 
115,0+6,2 
118,8 +3,6 
Р< 0,05 

120,5 =4,7 
Р<0,05 





118,4-+2,7 
Р<0,05 
121,1+4,2 


Р<0,02 


108,2-+2,7 
118,4 +3,1 
Р<0,05 
120,2+4,3 
Р<0,05 
118,8 3,7 
Р<0,05 
117,4 7,1 


, 


105,0=1,7 
118,1+5,5 
117,4+2,8 
114,6+6,2 

3,5 


, 





112,0 


, 


115,1+3,9 
112,8 +6,7 
102,6+5,4 
104,9 +2,9 
113,148,2 
111,4+6,8 





115,0+5,8 


102,3 
103,6 
109,0 = 
111,2+5, 


НН 


7,6 
2,9 
3,3 

Т 


108,9 =6,1 


Примечание. Абсолютные значения включения глицина-1-С" в белки контрольных животных приняты за 100%. 
Каждое значение представляет среднюю величину 4—8 определений. 
изменений (Р< 0,05). 


Р дано только для статистически значимых 





Таблица 24 


Включение глицина-1-СМ в белки субклеточных фракций слизистой 
тонкого кишечника крыс после длительного введения витамина Дь 
в высоких дозах 


Суточная 
доза ви- 
тамина, 

МЕ/100 г 


Фракция 


1000 
15000 


Гомогенат 30007 
45000 


1000 


30000 





Митохондрии 


Микросомы 


Супернатант 


Примечание. Абсолютные значения включе 
контрольных животных приняты за 100%. Ка 
ляет среднюю величину 4—8 определений. Р 
чески значимых изменений (Р< 0,05). 





Включение глицина-1-СМ в белки, % к конт- 
ролю, после введения витамина в течение 


5 дней 


104,7=3,2 
131,2=5,1 
Р<0,01 
142,3+4,2 
Р<0,001 
144,54,9 
Р<0,001 


96,5-=6,7 
121,8-5,8 
Р<0,05 
181,3+5,0 
Р<0,01 
140,9+3,5 
Р<0,001 


100,7 4,6 
115,2=7,1 


129,7+6,5 
Р< 0,02 

137,1+3,0 
Р<0,001 


110,5+4,7 
126,1-5,2 
Р<0,02 
139,0-=3,7 
Р<0,001 
151,4+4,2 
Р<0,001 


102,0+4,5 
111,8+4,7 


117,44 3,2 
Р<0,05 
182,8+5,1 
Р<0,01 








10 дней | 15 дней 


106,9+7,8 | 109,1-5,2 
127,4=4,1 | 118,3+4,8 
Р<0,01 Р<0,05 
144,7+3,2 | 127,4+3,8 
Р<0,001 Р<0,01 
148,7=4,4 | 115,1+4,0 
Р<0,001 Р<0,05 


105,1+3,7 | 106,9+6,1 
128,3=2,1 | 122,5+4,5 
Р<0,01 Р<4,02 
136,9+5,8 | 139,1=3,9 
Р<0,001 
134,7=5,6 
Р<0,01 


106,1=2,1 | 103,7 4,8 
121,0-4,5 | 123,2+4,4 
Р<0,02 2Р<0,02 
132,4-4,8 | 127,0+3,7 
Р<0,01 
128,7=3,5 
2Р<0,01 


108,3-4,1 | 104,9-7,2 
136,7+5,2 | 129,0+6,3 
Р<0,01 Р<0,05 
140,5+3,0 | 132,3-5,1 
Р<0,001 Р<0,01 
152,5+3,8 | 142,1+3,7 
Р<0,001 Р<0,001 


104,3+5,2 | 103,144, 
119,3=4,9 НЫ 
2Р<0,05 
123,1+6,2 
190 

„043,8 | ата 
Р<0;01° а 





20 дней 


104,3=6,8 
109,8+7,2 


120,9-+5,5 
Р<0,05 

122,4+3,1 
Р<0,01 


104,5=4,8 
119,7=6,0 


135,3+4,3 
рР<0,02 

129,2=3,9 
Р<0,01 


104,1-3,2 
117,6=7,1 


115,3=6,2 


126,5=3,5 
Р<0,01 


107,0=5,3 
125,2+4,9 
Р<0,02 

119,4+6,1 


135,0+5,2 
Р<0,01 


104,9+3,7 
117,7-6,1 


121,0+3,5 
Р<0,01 
122,6+4,4 
Р<0,02 


ния глицина-1-СМ в белки 
ждое значение представ- 
дано только для статисти- 





Таблица 25 


Включение глицина-1-С\ в белки гомогенатов и субклеточных фракций 
еж тонкого кишечника крыс ( в зависимости от времени 
дения меченого предшественника) при гипервитаминозе д. 
п. соо о ср 
Включение СН в белки, % к контролю, после 








Фракция введения глицина-1-СМ через 
Бе ЗЕЯ НО За ПО 

2 час | 24 час | 48 час 96 час 

Гомогенат 145+4,9 120=3,3 84=3,7 51+4,8 
Р<0,001 Р<0,01 Р<0,05 Р<0,001 

Ядра 141+3,5 119+4,2 894,7 49+5,0 
| Р<0,001 Р<0,05 Р<0,001 

Митохондрии 138+3,0 121+4,0 91-=5,9 563,7 
Р<0,001 Р<0,02 р<0,001 

Микросомы 1 15144,2 117+8,9 78+5,1 425,1 
Р<0, 001 Р<0,05 Р<0,05 2<0,001 

Супернатант 1385,1 122+8,5 101+6,2 60+6,2 

Р<0,001 Р<0,01 Р<0,01 





Примечание. Абсолютные значения включения глицина-1-СМ в бел- 
ки контрольных животных приняты за 100%. Каждое значение пред- 
ставляет среднюю величину 4—8 определений. Р дано только для стати- 
стически значимых изменений (Р<0,05). 


ет ускорение абсорбции кальция в кишечнике и гиперкаль- 
цемию. 

В таблице 25 представлены результаты наших исследо- 
ваний, направленных на изучение скорости обмена белка в 
слизистой тонкого кишечника крыс при моделировании ги- 
первитаминоза Дэ. Масляный раствор витамина До в суточ- 
ной дозе 45 000 МЕ вводили интактным крысам желудочным 
зондом в течение 5 дней, что привело к развитию у живот- 
ных признаков Д-гипервитаминоза. 

О скорости биосинтеза и распада белка судили по вклю- 
чению глицина-1-С\, вводимого в различные промежутки 
времени (через 2, 24, 48 и 96 час) до забоя. Полученные при 
этом результаты показывают, что при гипервитаминозе д, 
скорость биосинтеза белка, оцениваемая по скорости вклю- 
чения меченой аминокислоты, введенной животным за 2 час 
до забоя, повышается. Данный эффект сохраняется и через 
24 час, однако через 48 и 96 час после введения радиоактив- 
ность белка у крыс опытной группы по сравнению с конт- 
рольной была значительно снижена. Это может свидетель- 
ствовать о том, что при Д-гипервитаминозе наблюдается 
повышение скорости как биосинтеза, так и распада белка 
в слизистой тонкого кишечника. Следовательно, в данном 
случае наблюдается повышение скорости обмена белка. По- 
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добные данные были получены и в опытах на рахитичных 
цынлятах при введении последним витамина Дз в относи- 
тельно меньшей дозе (5000 МЕ) (Могтап а. о%1., 1969). Од- 
нако роль наблюдаемого повышения скорости обмена белка 
в слизистой кишечника в ответ на введение витамина Д оста- 
ется неизвестной. 

Таким образом, как однократное, так и длительное вве- 
дение витамина Д приводит к повышению скорости включе- 
ния меченых аминокислот в суммарные мукопротеиды суб- 
клеточных фракций слизистой кишечника. Данный эффект 
витамина Д частично обусловлен, по-видимому, образова- 
нием 4е поуо кальций-связывающего белка в ответ на вве- 
дение витамина Д. Это подтверждается тем, что витамин Д., 
вводимый рахитичным цыплятам, повышает скорость вклю- 
чения Н3З-лейцина не только в суммарные мукопротеиды 
слизистой кишечника, но также непосредственно во фрак- 
цию кальций-связывающего белка (Мас Стейот а. офв., 1970). 
Можно думать, что наблюдаемая значительная стимуляция 
включения аминокислот в суммарные протеиды мукозы ки- 
шечника при введении животным высоких доз витамина д 
отражает не только биосинтез кальций-связывающего белка 
(учтем при этом, что концентрация последнего составляет 
лишь 2—3 от тотального белка гомогената слизистой ки- 
шечника), но является также результатом его неспецифиче- 
ского влияния на белковый метаболизм. Последнее может 
быть опосредовано действием витамина Д на проницаемость 
липопротеиновых мембран для ионов и метаболитов, на вне- 
и внутриклеточную концентрацию ионов, на гормональный 
статус организма и другие факторы. 

Заслуживают внимания данные Согга1то и У!аззегтат 
(1968), из которых следует, что предварительное введение 
актиномицина Д ингибирует образование индуцируемого ви- 
тамином Д кальций-связывающего белка. По-видимому, ин- 
гибирующий эффект данного антибиотика на опосредован- 
ное витамином Д повышение абсорбции кальция в кишечни- 
ке обусловлен блокадой синтеза кальций-связывающего. 
белка на уровне передачи генетической информации от ДНК 
к информационной РНК. Данное предположение подтверж- 
дается тем, что метаболические ингибиторы (актиномицин 
Д, циклогексемид, пуромицин), блокирующие различные 
звенья системы биосинтеза белка, предотвращают стимули- 
рующий эффект витамина Д на биосинтез РНЁ, кальций- 
связывающего белка и абсорбцию кальция в кишечнике. 

Наличие кальций-связывающего белка у животных, по- 
лучавших витамин Д, и отсутствие его в тканях при рахите, 
стимулирующее влияние витамина д на включение амино- 


108 





Ва. 
‚Ве. 


ка 
тет 
{И- 


ет 


ТЬ 
1е- 


и" 








кислот как в суммарные мукопротеиды, так и во фракцию 
кальций-связывающего белка и ингибирующий эффект ак- 
тиномицина Д и циклогексемида при образовании послед- 
него могут свидетельствовать в пользу предположения, что 
происходит биосинтез кальций-связывающего белка 4е поуо 
в ответ на введение витамина Д. Однако имеются и другие 
мнения, а именно, что кальций-связывающий белок образу- 
ется под влиянием витамина Д из предшественника белко- 
вой природы (Ргезсвег, Ое Тмса, 1971). Последнее предполо- 
жение обосновывается на следующих данных. После введе- 
ния витамина До рахитичным крысам в супернатанте 
слизистой тонкого кишечника наблюдали появление нового 
протеина (хроматографическая полоса С — по обозначению 
авторов), который по хроматографическим и другим показа- 
телям оказался идентичным с кальций-связывающим бел- 
ком. Одновременно с появлением этого нового протеина на- 
блюдалось уменьшение содержания другого белка (хромато- 
графическая полоса А) с ббльшим молекулярным весом. 
Эти сдвиги были подтверждены анализом инкорпорации ме- 
ченых аминокислот в названные белковые фракции. Авторы 
приходят к заключению, что образование кальций-связыва- 
ющего белка не представляет собой биосинтез 4е поуо, а яв- 
ляется скорее результатом превращения предсуществующе- 
го белка (полоса А) в кальций-связывающий белок (поло- 
са С). При этом допускается возможность, что витамин Д, его 
метаболиты и ионы кальция каким-то образом стимулиру- 
ют гидролиз полипептидного фрагмента белкового предше- 
ственника, что приводит к образованию кальций-связываю- 
щего белка. 

Было бы целесообразно рассмотреть возможное влияние 
метаболитов витамина Д на белковый обмен ш у1уо, так как 
изучение данного вопроса, несомненно, представляет боль- 
шой интерес. Результаты исследований индуцирующего вли- 
яния витамина Дз и его метаболита (25-оксихолекальцифе- 
рола) на биосинтез кальций-связывающего белка в кишечни- 
ке куриных эмбрионов ш уЙто, полученные недавно 
СотгтаЯ1то и У!аззегтап (1971), свидетельствуют о новых вза- 
имоотношениях витамин — рецептор. Авторы показали, что 
витамин Дз, добавленный в дозе не менее 25 МЕ/мл к культу- 
ре двенадцатиперстной кишки 20-дневного куриного эмбрио- 
на, приводит к образованию кальций-связывающего белка. 
Добавление к культуральной среде актиномицина Д, цикло- 
гексемида или пуромицина блокировало названный эффект 
витамина. Кроме витамина Дз активными в стимуляции об- 
разования кальций-связывающего белка оказались витамин 
Д,, дигидротахистерин> и биологически активный метаболит 
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витамина Д:— 25-оксихолекальциферол. Стимулирующий 
Эффект этих соединений на биосинтез кальций-связывающе- 
го белка был также подтвержден анализом кинетики инкор- 
порации Н3-лейцина в названный протеин. Предварительная 
инкубация культуры в течение 48 час с витамином Дз зна- 
чительно повышала способность ее поглощать меченый каль- 
ций. 

Таким образом, и в условиях ш уЙго наблюдается кор- 
реляция между влиянием витамина Д на биосинтез кальций- 
связывающего белка и абсорбцией кальция. Примечательно, 
что 25-оксихолекальциферол, являющийся более активным 
соединением по сравнению с витамином Дз при оценке влия- 
ния на абсорбцию кальция, оказался в 2—3 раза активнее 
витамина Дз в стимуляции биосинтеза кальций-связываю- 
щего белка. Можно думать, что образование последнего, как 
и в случае с биосинтезом РНК и абсорбцией кальция в ки- 
шечнике, обусловливает биологически активный метаболит 
(или метаболиты) витамина Д. Однако прямые подтвержде- 
ния такого предположения еще не получены. 

Приведенные данные с несомненностью свидетельствуют 
0б образовании кальций-связывающего белка в ответ на вве- 
дение витамина Д и возможном участии данного протеина 
в метаболизме кальция. В связи с этим, естественно, пред- 
ставляет интерес изучение возможных механизмов участия 
кальций-связывающего белка в транслокации кальция. По- 
скольку процесс абсорбции кальция в кишечнике так или 
иначе связан с проникновением ионов кальция через липо- 
протеиновые мембраны, прежде всего, по-видимому, необхо- 
димо изучить точную локализацию этого белка и характера 
его взаимодействия с клеточными мембранами. 

В исследованиях с применением иммунофлуоресцентного 
метода было выявлено, что кальций-связывающий белок 
присутствует в бокаловидных клетках слизистой тонкого ки- 
шечника и связан с поверхностной оболочкой (гликокаликс) 
и/или со щеточной каймой микроворсинок эпителиальных 
клеток кишечника (Тау]ог, \/аззегтап, 1970). В тканях ра- 
хитичных цыплят определяются лишь неспецифические 
флуоресцирующие пятна, что свидетельствует об отсутствии 
у них указанного белка. Однако чувствительность метода 
оказалась недостаточной для выяснения вопроса, локализу- 
ется ли этот белок только на поверхности микроворсинок или 
в пределах самих клеток. Располагаясь на поверхности раз- 
дела слизистой и просвета кишечника, кальций-связываю- 
щий белок, очевидно, может участвовать в одной из ранних 
стадий процесса абсорбции кальция, создавая высокую кон- 
центрацию кальция на этой поверхности. 
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возможности существования подобного меха- 
служить результаты исследований взаимодей- 
ствия кальций-связывающего белка с лизолецитином (\МГаз- 


зегтаип, 1970). Авторами было выявлено, что кальций-свя- 
зывающий белок, выделенный из слизистой кишечника 
цыплят, образует с лизолецитином комплекс, который не 
диссоциирует в электрическом поле. 

При равновесном диализе кальций-связывающего белка 
в присутствии Са*5 и применении метода ионообменных смол 
было также показано, что взаимодействие лизолецитина с 
протеином сопровождается ингибированием его кальций-свя- 
зывающей активности. 

Исходя из этих данных можно предположить, что каль- 
ций-связывающий белок проникает в матрикс липопротеи- 
новых оболочек и взаимодействует с их липидным компо- 
нентом, что приводит к высвобождению кальция из комплек- 
са в пределах матрикса мембран. Возможно также, что за- 
висимый от витамина Д указанный белок является компо- 
нентом липопротеиновых оболочек клеток слизистой кишеч- 
ника, присутствие которого определяет структурные и функ- 
циональные сдвиги в мембранах, необходимые для нор- 
мальной абсорбции кальция в кишечнике. 

У'Газзегтаи и Тау1ог (1969) предполагают следующий воз- 
можный механизм участия кальций-связывающего белка в 
процессах абсорбции кальция: 

1) связывание кальция кальций-связывающим белком 
на поверхности раздела между кишечным содержимым и 
мембранами микроворсинок; ь 

2) высвобождение кальция в пределах гидрофобной час- 
ти мембраны; 

3} диффузия несвязанного кальция из мембраны в цито- 
плазму клеток или обратно в просвет кишечника. 

Хотя диффузионный процесс не является однонаправлен- 
ным, названная схема предполагает возрастание скорости 
транспорта кальция вследствие повышения концентрации 
последнего в мембранах, что, в свою очередь, обусловлено 
присутствием кальций-связывающего белка. При такой ин- 
терпретации вопроса последнии может а Е повы- 
шать скорость передвижения кальция в любом из двух на- 
правлений (слизистая—›сероза;  сероза—>слизистая), что 
согласуется с результатами исследований, свидетельствую- 
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щих о способности витамина Д стимулировать как всасыва- 
ние, так и выделение кальция через слизистую кишечника. 

Оо12атий и др. (1970) предполагают, что обнаруженные 

ими два вида кальций-связывающего белка в слизистой тон- 
кого кишечника крыс, различающиеся по своему молекуляр- 
ному весу, могут участвовать на разных стадиях транспорта 
кальция следующим образом. Кальций-связывающий белок 
с меньшим молекулярным весом, располагаясь на поверх- 
ности клеток слизистой кишечника, связывает один атом 
кальция и транспортирует его к белку с большим молеку- 
лярным весом. Последний, локализуясь в пределах клеток 
слизистой кишечника, связывает более чем два атома каль- 
ция, транснортирует их через клетки мукозы и выделяет 
кальций в окружающую жидкость. 

Суммируя изложенное, можно сказать, что образование 
кальций-связывающего белка в ответ на введение витамина 
Д и участие данного протеина в процессах абсорбции каль- 
ция в кишечнике уже не вызывает сомнения. Результаты ис- 
следований, проведенных к настоящему времени, дают воз- 
можность определить некоторые пути участия кальций-свя- 
зывающего белка в абсорбции кальция в кишечнике, хотя 
механизм данного явления еще не выяснен. Надлежит де- 
тально изучить вопрос, играет ли кальций-связывающий бе- 
лок основную или, возможно, единственную роль в вита- 
мин Д-зависимом процессе абсорбции кальция. Возможно 
также, что данный протеин участвует лишь в одной из ста- 
дий системы абсорбции кальция, стимулируемой витамином 
Д. Как бы ни было, детальное изучение влияния кальций- 
связывающего белка в транспорте кальция представляет 
огромный интерес для выяснения молекулярных механиз- 
мов действия витамина Д. Не определена еще роль данного 
протеина в обмене кальция в костной ткани и почках, хотя 
эти вопросы также заслуживают большого внимания. 

В настоящее время накоплен значительный фактический 
материал, свидетельствующий о влиянии витамина Д на 
общий белковый обмен в организме. Это выражается появ- 


ние сущности подобного действия витамина Д тесно сопри- 
касается также с изучением механизмов возникновения ра- 
хита и Д-гипервитаминоза и с вопросами терапии данных 
состояний. 

Стаи и Ршсиз (1940) впервые обнаружили повышен- 
ную альбуминурию при рахите. В последующем многими ис- 
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на 


следователями (Ч0пх13, 1955; СЪзони а. оЁ., 1955; Сывони, 
Нагг1з00, 1962; ВгоаеШ а. о#Н. 1971) б у Нок атно 
показано, что недостаточное А инет д К в 
вождается гипераминоацидурией. Общее количество ами- 
нокислот в суточной моче при рахи 955— 
510 мг (Топжв, 1955). Неко рии реке? =. 

офв., 1966) считают что л р В - 
О Ао = я рахита с повреждением костей 
дователей (Фопх1з ик ко 
Дер] а. оф. 1971), ры а поле 
ной недостаточности ив оных 5 
- Усилена экскреция лизина, гистидина, 
аланина, треонина и глутаминовой кислоты. Значительно 
меньше или совсем не нарушен обмен валина, тирозина и 
аргинина. Гипераминоацидурия при рахите обусловлена зна- 
чительным снижением канальцевой реабсорбции и увеличе- 
нием гломерулярной фильтрации аминокислот (СЫзо|па, 
Натт1зоп, 1962; Вго4еь] а. о%., 1971). Эти сдвиги являются, 
по-видимому, прямым следствием недостаточности витами- 
на Д, что указывает на возможную роль последнего или его 
метаболитов в механизме канальцевой реабсорбции свобод- 
ных аминокислот. 

При изучении распределения меченого 835-радиометиони- 
на (Гарсеванишвили, 1958) в тканях печени, почек, головно- 
го мозга, вилочковой железы, селезенки, кости, желудка, 
тонкого и толстого кишечника, в крови было выявлено ени- 
жение скорости биосинтеза белка в данных органах. Однако 
уменьшение скорости включения 835-метионина в клеточные 
белки сопровождалось увеличением содержания данной ами- 
нокислоты в сырой ткани. Следовательно, можно думать о 
нарушении утилизации аминокислот при недостаточности 
зитамина Д. По-видимому, снижение скорости биосинтеза 
или повышенный распад вновь синтезированного белка при 
рахите в какой-то степени обусловливают усиленную амино- 
ацидурию. 

Терапия рахита витаминами До и Дз приводит к норма- 
лизации содержания аминокислот в моче (Фопх1$, Ни1зтап, 
1953). Данный эффект витамина Д, очевидно, обусловлен 
улучшением и нормализацией обмена белка в организме. 

Недавно было выяснено, что витамин Д оказывает влия- 
ние не только на экскрецию, но и на абсорбцию аминокис- 
лот. У кроликов с экспериментальным рахитом наблюда- 
лось снижение скорости транспорта Ё-гистидина в слизистой 
кишечника, а введение витамина д приводило к повышению 
абсорбции данной аминокислоты (БиБа1, Мафзиаа, 1968). Впо- 
следствии было обнаружено, что предварительное инъециро- 
вание кроликам актиномицина Д частично ингибирует дан- 
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ный эффект витамина Д (Зиваь Мафзида, 1971). На основа- 
нии этих данных авторы приходят к мнению, что, возможно, 
влияние витамина Д на абсорбцию Г.-гистидина обусловлено 
биосинтезом  белка-переносчика. Однако антибиотик не 
полностью ингибирует эффект витамина Д, в связи с чем 
авторы предполагают также наличие какого-то другого ме- 
ханизма в стимуляции витамином Д абсорбции аминокисло- 
ты в кишечнике. Этот механизм, возможно, связан с влия- 
нием витамина Д на структуру и функциональную актив- 
ность цитомембран. 

Витамин Д не оказывал эффекта на абсорбцию или кон- 
центрацию о-аминоизомасляной кислоты в ткани кишечни- 
ка и плазме крови (Уоппозха1, БсНеа], 1970). Следователь- 
но, можно думать, что влияние витамина Д на транспорт 
аминокислот в кишечнике носит избирательный характер. 

Результаты многочисленных исследований свидетельст- 
вуют о наличии выраженной диспротеинемии как при не- 
достаточности, так и при избыточном поступлении витами- 
на Д. Уже в начальной стадии рахита наблюдается повыше- 
ние относительного содержания о/- и а2-глобулинов, сопро- 
вождающееся уменьшением концентрации альбуминов в 
плазме крови (Юзеева, 1961, 1963; Дмитриева, 1965; Воло- 
дина, 1966, 1967; Масс1офа, 1964). В последующем происхо- 
дит снижение содержания в крови общего белка, альбуминов 
и у-глобулинов, падает альбумино-глобулиновый коэффици- 
ент. С увеличением тяжести заболевания названные сдвиги 
прогрессируют, и при тяжелей степени рахита в ряде случа- 
ев наблюдается эндогенная белковая недостаточность. Та- 
ким образом, при Д-авитаминозе наблюдаются количествен- 
ные (уменьшение) и качественные (уменьшение мелкодиспер- 
сных и увеличение крупнодисперсных белковых фракций) 
сдвиги в биосинтезе плазменных белков. Как известно, ос- 
новная часть плазменных белков синтезируется в печени. 
Следовательно, можно думать, что названные сдвиги в со- 
держании белка в плазме при недостаточности витамина Д 
обусловлены главным образом нарушением регуляции белок- 
синтезирующей функции печени. Лечение витамином Д при 
рахите приводит к нормализации этих процессов. Изучение 
белкового спектра крови больных Д-гипервитаминозом нпо- 
казало, что в период выраженных проявлений заболевания 
при нормальном содержании общего белка в крови наблю- 
дается заметное снижение уровня альбуминов, сопровожда- 
ющееся увеличением содержания ал-, В- и особенно у-глобу- 
линоз (Вишневский, 1970). При этом соответственно понижа- 
ется альбумино-глобулиновый коэффициент. Концентрация 
тлобулинов остается на относительно постоянном уровне. 
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Липопротеидный спектр крови детей при Дэ-гипервитамино- 
зе характеризуется более высоким, чем у здоровых, содер- 
жанием а-липопротеидов и меньшим уровнем в крови В-ли- 
попротеидов. Характер спектра крови во многом зависит от 
степени и длительности интоксикации, вызванной передози- 
ровкой витамина Д. 

У кроликов при введении витамина Дз в высоких дозах 
одновременно с повышением концентрации кальция и неор- 
ганического фосфора наблюдается увеличение содержания 
общего белка в сыворотке крови (Ребпеп, Птвевет1, 1966). 
Электрофоретический анализ показал при этом повышение 
содержания гликопротеида в области фракции а2-глобули- 
нов. При дополнительном введении с витамином Д актино- 
мицина С образование данного гликопротеида подавлялось. 
Авторы полагают, что витамин Дз обладает специфическим 
действием на биосинтез названного гликопротеида. 

Нами проведено комплексное изучение влияния различ- 
ных доз витамина До на биосинтез белка в печени, почках, 
тимусе и селезенке интактных крыс. Исследования проводи- 
ли после однократного (по 1 000, 15000, 30000 и 45000 МЕ 
за 2, 4, 8, 12, 24 и 48 час до забоя) и длительного (в суточных 
дозах 1000—45 000 МЕ в течение 5, 10, 15 и 20 дней) вве- 
дения масляного раствора эргокальциферола. О скорости 
биосинтеза белка судили по включению глицина-1-С\, вво- 
димого в дозе 0,5 микрокюри на 1 г веса тела за 2 час до за- 
боя. При этом было выявлено, что однократное введение 
витамина До. в указанных дозах и сроках исследования не 
вызвало статистически значимых изменений в скорости вклю- 
чения глицина-1-С\ в белки названных органов, хотя радио- 
активность белковых фракций печени и почки в большинет- 
ве случаев оказалась выше контрольного уровня. Нужно от- 
метить, что однократное введение витамина Д› даже в дозе 
45000 МЕ не вызвало у животных заметных признаков Д- 
гипервитаминоза в исследованный промежуток времени (2— 
48 час). Это, по-видимому, обусловлено тем, что признаки 
Д-витаминной интоксикации проявляются в более поздние 
сроки. Отсутствие выраженных сдвигов в скорости биосин- 
теза белка после однократного введения даже высоких доз 
витамина До свидетельствует, что последний, очевидно, не 
является специфическим регулятором метаболизма белка в 
названных тканях (Тажибаев, 1971; Сергеев и др., 1973). 

Длительное введение витамина Д. из расчета 15000, 
30 000 и 45000 МЕ в сутки наряду с выраженными призна- 
ками Д-гипервитаминоза вызвало статистически значимые 
сдвиги (Р< 0,05) в скорости включения меченой аминокис- 
лоты в белки гомогенатов печени, почки, тимуса и селезен- 
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ки и субклеточных фракций печени (табл. 26). Эффект зави- 
сел от дозы и длительности применения витамина До и имел 
выраженную тканевую специфичность. Скорость включения 
меченой аминокислоты в белки субклеточных фракций пече- 
ни и гомогенатов почки возрастала в ранние стадии гипер- 
витаминоза и несколько снижалась в более поздние сроки. 
Величина эффекта оказалась пропорциональной дозе препа- 
рата и была максимальной после введения его в суточной 
дозе 45 000 МЕ. Сдвиги в скорости инкорпорации радиомет- 
ки в белки были более выраженными в случаях с микросо- 
мальной и ядерной фракциями печени по сравнению с мито- 
хондриальной фракцией или постмикросомальным суперна- 
тантом. 

В тимусе и селезенке в отличие от печени и почки дли- 
тельное введение витамина До в высоких дозах вызвало 
заметное снижение скорости включения меченой аминокисло- 
ты в белки гомогенатов. Мы не выявили стадийности в дейст- 
вии токсических доз витамина Д› на включение радиогли- 
цина в белки тимуса и селезенки, которая была обнаружена 
в случаях с печенью и почкой (стимуляция включения в 
ранние сроки гипервитаминоза и некоторое снижение в бо- 
лее поздние сроки). Ингибирующий эффект витамина на био- 
синтез белка в тимусе и селезенке оказался пропорциональ- 
ным дозе препарата и возрастал с увеличением числа дней 
его применения. 

При длительном (5—20 дней) введении витамина Д. в 
суточной дозе 1000 МЕ мы не наблюдали у животных выра- 
женных признаков Д-гипервитаминоза. При этом не было 
обнаружено также заметных сдвигов в скорости включения 
глицина-1-С!“ в белки печени, почек, тимуса и селезенки. 

Таким образом, статистически значимые изменения в ин- 
корпорации меченой аминокислоты в белки печени, почки, 
тимуса и селезенки при введении витамина Д. интактным 


крысам возникают только с появлением признаков Д-вита- 
минной интоксикации. 


Эти результаты позволяют полагать, что различные виды 
диспротеинемий и других нарушений в общем белковом об- 
мене, наблюдаемые при рахите или Д-гипервитаминозе 
связаны, по-видимому, с патогенезом и развитием заболева- 
ния. В частности, наблюдаемые нами сдвиги в биосинтезе 
белка в печени, почке, тимусе и селезенке при длительном 
применении высоких доз витамина Д› опосредованы, оче- 
видно, гиперкальцемией, изменениями структуры биологи- 
ческих мембран и их проницаемости для ионов и метабо- 
литов, функциональной активностью эндокринных желез, 
образованием токсических соединений типа перекисей липи- 
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Таблица 26 


Включение глицина-1-С!* в белки гомогенатов и субклеточных фракций 
органов крыс после длительного введения витамина Д. в высоких дозах 
а 














Орган и Суточная Включение глицина-1-С! в белки, % к 
фракция доза ви-, контролю, после введения витаминя в течение 
тамина, Е Е. 
МЕ/1100 2! 5 дней 10 дней 15 дней | 20 дней 
1 | 2 | 3 4 5 6 





1000 99,2-6,1 | 98,4-0,8 | 100,7+3,7 |102,0+5,8 
15 000 | 105,5+3,8 | 117,8=4,4 | 128,3+5,3 112,5-57,4 
}<0,05 Р<0,02 
Гомогенат 30 000 | 121,4+4,1 | 140,9+3,5 | 129,7+4,6 | 97,1+3,2 

печени Р<0,02 Р< 0,001 Р<0,01 
45 000 | 135,3-5,3 | 145,0-4,0 | 112,6-7,3 | 91,2+3,8 
р Р<0,01 Р< 0,001 





1000 96,7+5,7 | 99,2-+7,1 | 100,0-2,8 |102,9+4,7 
15 000 | 109,7-6,8 | 121,3+3,5 | 128,4-+4,1 111,545,2 
Ядра пече- Р<0,02 Р<0,01 

ни 30 000 | 127,2+4,1 | 146,3+2,8 | 129,7-5,2 101,4+7,3 
Р< 0,01 Р< 0,001 Р<0,02 
45 000 | 138,4-+3,9 | 150,6+5,2 | 114,5=8,4 | 91,0+1,8 
Р<0,001 Р<0,001 


1000 99,8=2,5 | 97,0-+7,8 | 99,2-2,7 1101,1-9,2 
15 000 | 107,8-7,2 | 111,9+5,2 | 119,4-4,5 |108,5+3,8 
Митохондрии Р<0,05 
печени 30 000 | 113,2-4,8 | 125,1-+4,7 | 120,3-3,4 1101,9-4,3 
Р<0,02 Р<0,05 
45 000 | 120,1=4,1 | 112,7-+2,1 | 110,5+5,7 | 96,0-5,9 
Р<0,02 


1000 И 38,3-6,0 | 103,3=1,3 |105,4+4,7 
15 000 | 106,1-+5,5 | 119,0+4,2 ое 114,5+2,4 
Р<0,05 Р<0, 
м > 30 000 | 181,3-4,9 | 147,9-3,0 | 124,6+2,8 | 99,1-6,8 
Р<0,01 Р<0,001 Р<0,01 
45 000 | 159,4+5,5 | 147,1-3,8 | 109,7=4,6 | 88,6+7,1 
Р<0,001 Р<0,001 


1000 97,5+2,0 | 99,8+1,6 | 98,6+7,4 [102,0-+2,7 
15 000 | 108,7-6,6 | 115,1+4,8 и 111,3+3,9 
Р<0, 
Супернатант 
122,4+3,8 | 130,1-5,0 | 119,4-+4,1 | 97,6=6,2 
Е ро; | Р<0,05 
45 000 | 130,4-4,9 | 145,2+3,7 | 115,9-6,1 | 94,1=4,3 
ь<0,01 Р<0,001 























1000 | 95,9-+7,0 | 94,5+6,2 | 101,3+7,5 | 39,1+2,1 
15 000 | 18,041,9 | 94 +В» | 122,8555,8 по,т+в,7 
‚65 - 
отенат | ооо | 121.28,4 | 128,0+4,2 | 118,2 +7,8 | 96,345, 
а Р<0;02 | Р<0,01 
45 000 | 132,4+4,6 | 138,1=2,5 | 104,6+3,6 | 72,3+6,2 
р<0;01 | Р<0,001 





Окончание таблицы 26 


В к. 


98,0=4,5 | 99,1-5,8 
ТГомогенат 75,9-+3,7 | 62,4=0,7 
тимуса. Р<0,02 Р<0,001 
+ 62,7=1,2 | 51,2-1,2 
Р<0,001 |Р<0,001 


57,3+3,3 | 44,5-0,8 | 38,2=1,5 
Р< 0,001 Р<0,001 |Р<0,001 


1000 99,2+8,1 | 97,1-3,8 | 100,1=2,9 1101,9+4,7 
Гомогенат 15 000 | 97,6+3,5 | 93,2+5,6 | 87,3+5,4 | 74,5+2,1 


селезенки Р<0,05 
30 000 | 89,7+5,2 | 87,2+4,9 | 75,5+4,1 | 69,7-3,2 
Р<0,05 Р<0,05 
45 000 | 82,4-4,8 | 75,9+4,0 | 68,7-3,3 | 65,2+2,7 
Р<0,05 Р<0,02 Р<0,01 Р<0,01 


Примечание. Абсолютные значения включения глицина-1-СМ в бел- 
ки контрольных животных приняты за 100%. Каждое значение представ- 
ляет среднюю величину 4—8 определений. Р дано только для статисти- 
чески значимых изменений (Р< 0,05). 








дов и другими патологическими процессами, развивающи- 
мися при Д-витаминной интоксикации. Выраженное сниже- 
ние биосинтеза белка в тимусе и селезенке является той 
молекулярной основой, которая отражает резкое падение 
защитных сил организма при передозировке витамина Д, 
сопровождающееся дистрофией лимфоидной ткани. 

В последующем нами была предпринята попытка изуче- 
ния скорости обмена белка в различных тканях при Д-ги- 
нервитаминозе, вызванном пятидневным введением витами- 
на Д> в суточной дозе 45 000 МЕ. О скорости биосинтеза и 
распада белка судили по включению глицина-1-С\, вводи- 
мого за 2, 24, 48 и 96 час до забоя в хвостовую вену из рас- 
чета 0,5 микрокюри на 1 г веса тела (табл. 27). 

Из таблицы видно, что у животных с Д-гипервитамино- 
зом скорость биосинтеза белка в субклеточных фракциях 
печени и гомогенатах почки, оцениваемая по скорости ин- 
корпорации меченой аминокислоты, вводимой за 2 час ло 
забоя, заметно повышена. Данный эффект сохраняется и че- 
рез 24 час. Через 48 и 96 час после введения меченого гли- 
цина радиоактивность белка у крыс опытной группы значи- 
тельно снижена. Д-гипервитаминоз вызвал уменьшение ско- 
рости включения радиометки в белки гомогенатов тимуса и 
селезенки во все сроки исследования с максимумом снижения 
через 96 час после введения глицина-1-СМ, Результаты этих 
исследований свидетельствуют о повышении скорости как 
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Таблица 27 


Бимечекию глицина-1-С\* в белки органов крыс при 
типервитаминозе Д› в зависимости от времени введения меченого 

















предшественника 
Включение СМ в белки, % к контролю, после введения 
нах глицина-1-С" через 
2 час 24 час 48 час | 96 час 
Гомогенат| 135+5,3 121+3,9 897,1 584,1 
печени Р<0,01 Р<0,02 Р<0,001 
Ядра пе- 138 +3,9 1196,1 80+3,6 504,8 
чени › Р<0,001 Р<0,02 Р<0,001 
>” Митохонд-| 120+4,1 117+5,2 952,1 625,7 
рии печени Р< 0,02 Р<0,01 
Микросо- 159-5,5 126+4,0 92+3,5 603,5 
мы печени Р<0,001 Р<0,01 Р< 0,001 
Супернз- 130+4,9 123+4,6 | 100+6,9 522,8 
тант печени] Р<0,01 Р<092 | Р<0,001 
Гомогенат| 132+4,6 1155,1 98+5,7 71+4,7 
почки Р<0,01 Р<0,001 
Гомогенат 62+3,5 604,2 58 +3,9 49+5,1 
гимуса Р<0,001 Р<0,001 Р<0,001 Р<0,001 
Гомогенат 824,8 79-+3,7 78+4,0 63=2,7 
селезенки Р<0,05 Р<0,01 Р<0,01 Р<0,01 


Примечание. Абсолютные значения включения глицина-1-С\ 
в белки контрольных животных приняты за 100%. Каждое значе- 
ние представляет среднюю величину 4—8 определений. Р дано 
только для статистически значимых изменений (Р< 0,05). 


биосинтеза, так и распада белка в печени и почке, в то вре- 
мя как в тимусе и селезенке наблюдается сниженное обра- 
зование и усиленный распад белка. Названные сдвиги про- 
текают с преобладанием скорости распада белка. По-види- 
мому, при Д-гипервитаминозе наблюдается усиление 
процессов катаболизма белка в изученных органах. Эти из- 
менения в биосинтезе белка, очевидно, являются результа- 
том токсического действия витамина Д. 

Таким образом, установление того факта, что актиноми- 
цин Д, являющийся специфическим ингибитором ДНК-зави- 
симого синтеза РНК, блокирует физиологический эффект 
витамина Д, привело к предположению о действии данного 
витамина на уровне генома комнетентных клеток. В после- 
дующем исследования были направлены на установление 
взаимосвязи между эффектом витамина Д на кальциевый 
обмен и метаболизм нуклеиновых кислот и белка в органах- 
мишенях. При этом было показано, что витамин Д влияет 
на матричную активность хроматина и стимулирует биосин- 
тез ядерных РНК клеток слизистой тонкого кишечника, 
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Предварительное применение ингибиторов синтеза нуклеи- 
новых кислот блокировало данный эффект витамина Д. Об- 
наружено также стимулирующее влияние витамина Д на 
биосинтез РНК в костной ткани. Кроме того, присутствие 
витамина Д в инкубационной среде или предварительное вве- 
дение его животным вызывало определенные сдвиги в неко- 
торых физико-химических свойствах ДНК и ДНП слизистой 
тонкого кишечника. Эти данные могут свидетельствовать, 
что влияние витамина Д на уровне генетического аппарата 
клеток органов-мишеней является одной из ранних стадий 
в проявлении его физиологического эффекта. Дальнейшим 
подтверждением этого предположения явились результаты 
исследований по влиянию витамина Д на метаболизм белка. 
В частности, было показано, что витамин Д стимулирует 
образование кальций-связывающего белка, обладающего 
высоким сродством к ионам кальция и, по-видимому, игра- 
ющего важную роль в процессах активного транспорта дан- 
ного минерала. Механизм участия кальций-связывающего 
белка в метаболизме кальция еще не выяснен и подлежит 
дальнейшему изучению. Следует отметить также, что ви- 
тамин Д стимулирует включение меченых аминокислот не 
только во фракцию кальций-связывающего белка, но и в 
суммарные мукопротеиды. 

Итак, анализ современных данных дает возможность 
предполагать, что механизм действия витамина Д может 
быть связан с участием его в регуляции процессов транс- 
крипции и трансляции генетической информации компетент- 
ных клеток. 

Значительные изменения в обмене белка и нуклеиновых 
кислот наблюдаются при недостаточном или избыточном 
поступлении витамина Д в организм. Этим сдвигам может 


принадлежать важная роль в развитии рахита и гипервита- 
миноза Д. 





Глава ТУ 


ВЛИЯНИЕ ВИТАМИНА Д 
НА АБСОРБЦИЮ КАЛЬЦИЯ 
В КИШЕЧНИКЕ 


Уже в ранних работах по изучению ра- 
хита было обнаружено, что данная патология сопровожда- 
ется повышенной потерей кальция с калом. В последующем 
попытки были направлены на установление природы этого 
явления. В 1923 г. (Отг а. об., 1923) было показано, что при 
рахите наблюдается снижение абсорбции кальция и фосфа- 
тов в кишечнике. Однако затем появились работы (@убгсу, 
1929), свидетельствующие, что потеря кальция из организма 
с калом при дефиците витамина Д обусловлена скорее повы- 
шенной экскрецией данного минерала в толстый кишечник, 
чем нарушением его абсорбции в тонком кишечнике. Лишь 
несколько позднее (№со]аузеп, 1937а, Ъ; №со]аузеп, Ееё- 
Татзеп, 1953) в опытах с изолированным отрезком тонкого 
кишечника было убедительно показано, что витамин Д по- 
вышает абсорбцию кальция в кишечнике. С этих пор сти- 
мулирующий эффект витамина Д на всасывание кальция 
в тонком кишечнике был неоднократно продемонстрирован 
в опытах на самых различных видах животных и у людей 
с применением многочисленных методов исследования. Ро- 
зультаты большинства из этих исследовании приведены в 
ряде обзоров и монографий (Бауман, 1968; М№М!со]аузеп, Ее5- 
Татзеп, 1953; У’аззегтап, 1963; Уаззегтап, Тау1ог, 1969). 

В настоящее время считается общепринятым, что стиму- 
лирующий эффект витамина Д на абсорбцию кальция в ки- 
шечнике является одним из основных проявлении его физи- 
ологического эффекта. Однако конкретные механизмы и 
биохимические процессы, ответственные за проявление на- 
званного эффекта витамина Д, выяснены еще не полностью. 
Проблема основывается на определении механизма абсорб- 
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ции и транспорта кальция в кишечнике и участия витамина 
Д в данном процессе. В частности, нужно уточнить следу- 
ющие вопросы: является ли транспорт кальция активным, 
нанравленным против градиента концентрации и электрохи- 
мического градиента, или пассивным и какова роль витами- 
на Д вэтих процессах? Можно выделить следующие возмож- 
ные варианты участия витамина Д в регуляции транспорта 
кальция в кишечнике, которые являются в настоящее вре- 
мя предметом интенсивных исследований. 

1. Витамин Д повышает проницаемость клеток слизи- 
стой кишечника для кальция, что приводит к увеличению 
пассивной диффузии кальция. Данный эффект может быть 
обусловлен изменением структуры и функциональной актив- 
ности клеточных мебран в результате непосредственного 
воздействия молекулы витамина Д или его метаболитов или 
сдвигами в образовании специфических структурных компо- 
нентов липопротеидных оболочек. 

2. Витамин Д стимулирует процесс активного транспор- 
та кальция в кишечнике. Названный эффект может быть 
обусловлен следующими моментами: а) влиянием витами- 
на Д на биосинтез или активность ферментов, связанных с 
источником энергии, необходимой для обеспечения системы 
активного транспорта кальция; 6) образованием 4е поуо или 
активацией предсуществующих компонентов системы транс- 
порта кальция; в) модификацией витамином Д соответст- 
вующей организации цитомембран, необходимой для нор- 
мального функционирования механизма активного транс- 
порта. 

3. Витамин Д стимулирует процессы как пассивной диф- 
фузии, так и активного переноса кальция через мембраны 
клеток слизистой кишечника. 

Если учесть, что роль кальция в организме весьма много- 
гранна, а витамин Д является одним из важных биологиче- 
ски активных соединений, ответственных за нормальное 
усвоение данного минерала, то становится понятным огром- 
ный интерес, проявляемый специалистами к выяснению мо- 


лекулярных механизмов действия витамина Д на абсорбцию 
кальция в кишечнике. 


Физиологический механизм абсорбции 
кальция в кишечнике 


Важное значение в изучении метаболиз- 
ма кальция имело получение его меченых препаратов в 


1940 г. В более ранних исследованиях авторы занимались 
главным образом балансовым изучением путем определения 
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количества поступившего с пищей и выделенного с калом и 
мочой кальция. Появление радиоактивного кальция дало 
возможность положить начало для проведения более тонких 
исследований. В частности, стало возможным осуществлять 
авторадиографические исследования, опыты по изучению 
транспорта кальция в направлениях от просвета кишечника 
в кровь и из крови в просвет кишечника, как в условиях Ш 
уЦто так и ш у1у0. 

Известно, что эпителий желудочно-кишечного тракта ме- 


нее проницаем для кальция, чем для натрия и калия. Одна- 


ко скорость транспорта кальция в кишечнике значительно 
превосходит скорость передвижения других двухвалентных 
катионов, таких как ионы железа, цинка и марганца. При- 
близительно 30% принятого через рот кальция у взрослых 
людей транспортируется из просвета кишечника в кровь. 
На всасывание кальция в кишечнике оказывают влияние 
различия в факторах питания (содержание кальция и дру- 
гих минеральных веществ), в возрасте, в физиологических 
состояниях (беременность, лактация, период яйцекладки у 
птиц и др.), в функциональном состоянии абсорбционной 
способности слизистой желудочно-кишечного тракта и неко- 
торые другие особенности. 

Суммируя эти данные, можно сказать, что с увеличением 
потребности организма в ионах кальция или с уменьшением 
поступления данного минерала вместе с пищей способность 
слизистой кишечника к транспорту кальция повышается. 
Таким образом, сдвиги в скорости транспорта кальция в 
кишечнике в зависимости от различных условий носят адап- 
тационный характер. Нужно подчеркнуть, однако, что основ- 
ным определяющим фактором в регуляции транспорта каль- 
ция в кишечнике и в проявлении названной адаптации орга- 
низма к различным условиях является нормальная 
обеспеченность витамином Д. 

Для выяснения роли витамина Д в абсорбции кальция, 
по-видимому, прежде всего необходимо установление харак- 
тера транспорта кальция в кишечнике в нормальных физио- 
логических условиях, а именно: представляет ли перенос 
кальция пассивную диффузию по направлению градиента 
концентрации или активный процесс. Данные, свидетельст- 
вующие о существовании кальциевого насоса в ткани кишеч- 
ника, были получены еще в 1959 г. в опытах 1 уйто (Зепась- 
Дег, Возеп, 1959). У крыс изолировали сегмент тонкого 
кишечника, промывали его холодным физиологическим раст- 
вором и выворачивали слизистой наружу. После лигирова- 
ния одного из концов сегмент наполняли физиологическим 
раствором и перевязывали другой конец. Приготовленный 


12$ 








таким образом кишечный «мешок» помещали в специальную 
колбу с физиологическим раствором при 37°. Воздушное 
пространство состояло из 95% О и 5% СО.. В начале опыта 
концентрация радиокальция (Са) и нерадиоактивного 
кальция (4Ж10-“ М) была одинаковой в инкубационных сре- 
дах, омывающих слизистую (наружная) и серозную (внутрен- 
няя) поверхности кишечного «мешка». После инкубации 
отношение содержания радиокальция (Са“5 серозы/Са“5 муко- 
зы) было больше 1. На основании этого было сделано заклю-. 
чение, что кальций транспортируется против химического 
градиента. В последующем в опытах ш уЙто (Вазтиззеп, 
1959; Роме а. оф\., 1960; Наги1зоп Н. Е., Нагт15оп Н. С., 
1960; У!аззегтап, 1960; Бепасщфехт, 1963) и ш у!уо (\Уаззег- 
тап а. о{В., 1961; Зсо\%, 1965; КгамИ\, Береа1, 1968) на раз- 
личных видах животных (цыплята, крысы, морские свинки, 
кролики, собаки и др.) было неоднократно показано, что 
транспорт кальция по направлению от слизистой к серозе 
является активным процессом, направленным против гради- 
ента концентрации и электрохимического градиента. 

Транспорт кальция против градиента концентрации на- 
блюдается и в условиях устранения разности потенциала 
через слизистую кишечника путем применения короткозам- 
кнутой системы. 

Имеется несколько сообщений, в которых наличие ак- 
тивного транспорта кальция в кишечнике подвергается сом- 
нению. В частности, Ри01$ и сотр. (1960) не смогли обна- 
ружить активный перенос кальция при перфузии подвздош- 
ной кишки крыс растворами, содержащими различные кон- 
центрации кальция. Неоск и сотр. (1966) в опытах ш уНго 
обнаружили, что при условии отсутствия фосфатов скорость. 
передвижения кальция в направлениях от мукозы к серо- 
зе и от серозы к мукозе приблизительно одинакова. На осно- 
вании этого авторы пришли к заключению, что транспорт 
кальция в кишечнике происходит путем пассивной диффу- 
‘зии. По их мнению, фосфаты, а не кальций, транспортиру- 
ются против электрохимического градиента. Однако нужно 
отметить, что эти эксперименты проведены на взрослых кры- 
сах с большим весом, а в опытах Ритопф и сотр. использова- 
на подвздошная кишка. В более ранних работах (ЗсВасег 
а. офр., 1960) было найдено, что активный транспорт каль- 
ция становится менее выраженным с возрастом и труднее 
обнаруживается в дистальных отделах тонкого кишечника. 

Результаты ряда исследований показывают, что повыше- 
ние концентрации кальция в значительных пределах (от 10-8 
до 10-3 М) не приводит к насыщению системы транспорта 
кальция по направлению от мукозной поверхности к серозе. 
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ев: еле может свидетельствовать, что в 
так и активного транспо равны кан: пассив 
один из этих процессов ы альАв. плоденно нЕ 

ассивная диффузия) практически 
не насыщается, даже насыщение системы активного перено- 
са может не отразиться на сбщей картине насыщаемости 
транспорта кальция в кишечнике. 

При проведении опытов ш уЦто было выявлено, что си- 
стема активного транспорта кальция локализуется в основ- 
ном в двенадцатиперстной кишке. Однако результаты опы- 
тов 11 У1уо свидетельствуют о наличии активного переноса 
кальция во всех отделах тонкого кишечника, хотя назван- 
ный процесс более выражен в двенадцатиперстной кишке. 
Это может быть результатом как различной эффективности 
кальциевого насоса в разных отделах тонкого кишечника, 
так и отражением того, что в условиях ш уйто транспорт 
кальция осуществляется через значительно большую толщу 
ткани, включая и мышечные слои стенки кишечника, чем 
в условиях ш у!уо (\У/аззегтап, Тау1ог, 1969). В последнем 
случае ионы кальция проникают лишь через эпителиальные 
клетки и затем поступают в кровеносные капилляры, лока- 
лизованные в 1ат1та ргорта слизистой кишечника. О нали- 
чии системы активного транспорта кальция во всех отделах 
тонкого кишечника у цыплят свидетельствуют резуль- 
таты недавних исследований (АЧатз, Могтап, 1970), про- 
веденных в условиях ш уйто. У многих видов животных 
эффективность системы активного транспорта кальция при 
расчете на единицу поверхности кишечника более выраже- 
на в двенадцатиперстной кишке по сравнению с тощей и 
подвздошной кишкой. Однако названный процесс имеет, по- 
видимому, видовую специфичность. Об этом могут свиде- 
тельствовать данные, что у некоторых видов хомяков система 
активного транспорта кальция наиболее эффективно дейст- 
вует в подвздошном отделе тонкого кишечника (Зспасщег, 
1963). 

Как известно, абсорбция стронция в кишечнике во мно- 
гих отношениях идентична с транспортом кальция. В экспе- 
рименте на крысах было показано, что в подвздошной, то- 
щей, двенадцатиперстной, поперечно-ободочной кишках и 
желудке абсорбируется соответственно 65, 17, 7, 8 и 2% 
стронция (Сгатег, Сорр, 1959). В последующем было проде- 
монстрировано, что у крыс абсорбция кальция в различных 
отделах желудочно-кишечного тракта происходит идентич- 
но (Магсиз, гепзетали, 1962). Аналогичные данные о транс- 
порте кальция в кишечнике были получены и в опытах на 
<обаках (Сгашег, 1965). Результаты этих исследований сви- 
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детельствуют, что основная часть кальция абсорбируется в 
подвздошном отделе тонкого кишечника, хотя скорость аб- 
сорбции кальция (М абсорбированного Са/ед. времени/ед. 
длины кишечника) максимальна в двенадцатиперстной киш- 
ке. Это обусловлено, по-видимому, различием в протяженно- 
сти названных отделов тонкого кишечника и тем, что в ди- 
стальных отделах скорость передвижения кишечного содер- 
жимого несколько замедлена. 

Таким образом, исследования показывают, что транспорт 
кальция в кишечнике происходит путем пассивной диффу- 
зии и активного переноса. При пассивной диффузии он осу- 
ществляется по направлению градиента концентрации и во 
многом зависит от содержания свободного кальция в про- 
свете кишечника. Система активного транспорта кальция, 
действующая преимущественно по направлению от слизи- 
стой к серозе, обеспечивает перенос кальция против гради- 
ента концентрации и электрохимического градиента и игра- 
ет существенную роль для достаточного снабжения организ- 
ма этим минералом при различном содержании его в диете. 
Рассмотрим значение витамина д в регуляции названных 
процессов. 


Механизм действия витамина д 
на абсорбцию кальция 


Эффективность системы активного транс- 
порта кальция в кишечнике оказалась зависимой от обеспе- 
ченности организма витамином Д. Это было неоднократно 
показано у разных видов животных с применением различ- 
ных методов исследования. В частности, скорость транспорта 
кальция в кишечнике у рахитичных крыс по направле- 
нию от слизистой к серозе была равна скорости передвиже- 
ния кальция в обратном направлении, в то время как вве- 
дение витамина До вызвало трехкратное повышение соотно- 
шения: транспорт кальция от слизистой к серозе/транспорт 
кальция от серозы к слизистой (Зевасвфет, Возеп, 1959). После 

—5-недельного содержания животных на диете, лишен- 
ной витамина Д, активный перенос кальция заметно снижа- 
ется, но может быть восстановлен добавлением в пищу вита- 
минов До, Дз или дигидротахистерина, либо облучением жи- 
вотных ультрафиолетовыми лучами (Шахтер, 1961). Исходя 
из этих данных, автор приходит к заключению, что роль 
витамина Д в стимуляции всасывания кальция в кишечнике 
ш у1уо обусловлена его непосредственным влиянием на ме- 
ханизм активного транспорта кальция. Недавние подробные. 
исследования (АЧатз, Могшап, 1970; АЧатз а. о%В., 1970; 
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Могтаи а. оё®., 1970; Гоп а. о1ё., 1970), проведенные с ки- 
шечником цыплят в условиях ш уго, также свидетельству- 
ют об определяющей роли витамина Д в процессе активного 
переноса кальция в кишечнике. Авторы обнаружили, что 
только при условии обеспеченности витамином Д транспорт 
кальция в кишечнике является активным, катиононаправ- 
ленным процессом, действующим против электрохими- 
ческого градиента. У витамин Д-дефицитных цыплят 
активный перенос кальция в кишечнике не был 0б- 
наружен. 

Стимулирующий эффект вита- 
мина Д на активный транспорт к остаы Ва 
кальция в кишечнике является Е == 
энергозависимым процессом, свя- 2 
занным с системой окислительного : 
фосфорилирования (ЗепасЩег а. 2 
о%В., 1960, 1961). Об этом свидетель- рис. 8. Схематическое пред- 
ствуют данные, что стимулируе- ставление процесса транс- 
мый витамином Д активный транс- порта кальция через эпи- 
порт кальция требует присутствия  Телиальные клетки слизи- 

той тонкого кишечника 
кислорода и обменного субстрата. (Ноазжотв, 1965). 
Азот, низкая температура и ме- 
таболические яды подавляют активный транспорт кальция. 

Имеются некоторые разногласия относительно того, ка- 
кие стадии процесса транспорта кальция в кишечнике под- 
вержены действию витамина Д. Для удобства изложения 
рассмотрим схематическое представление (по Но!азуот& В, 
1965) процесса транспорта кальция через эпителиальную 
клетку слизистой кишечника (рис. 8). Автор предполагает, 
что поверхности эпителиальной клетки, обращенные к про- 
свету кишечника и к серозе, содержат однонаправленные 
энергозависимые кальций-насасывающие системы (Е, Н>) ив 
то же время осуществляют двунаправленный диффузион- 
ный транспорт (Ди, Д2) кальция. Активный транспорт каль- 
ция направлен при этом на снижение внутриклеточной кон- 
центрации кальция, поскольку последняя имеет обычно бо- 
лее низкий уровень (Во\е, 1967). Следовательно, активный 
транспорт кальция осуществляется по двум направлениям: 
из клетки слизистой к просвету кишечника (Н1) и к серозе 
(Н.). Диффузионный транспорт (Ди, Дэ) зависит от состояния 
проницаемости мембраны, действует преимущественно по 
направлению градиента концентрации в сторону установле- 
ния равновесия между внутри- и внеклеточным содержани- 
ем кальция. 

Но!азуот обнаружил, что транспорт кальция по на- 
правлению от слизистой к серозе повышается витамином Д, 


р 
ь 
т 

ера 


127 


и данный эффект витамина блокируется при инкубации 
ткани кишечника при 0°. Влияние витамина Д на транспорт 
кальция в обратном направлении не было обнаружено. Сти- 
мулирующее влияние витамина на перенос кальция от про- 
света кишечника к серозе могло быть результатом или повы- 
шения активности Но, или ингибирования Н!, или повыше- 
ния диффузной проницаемости Д; и Д.. Автор исключает 
последнюю возможность, поскольку эффект витамина Д бло- 
кировался при низкой температуре, а следовательно, зави- 
сел от наличия обменной энергии. Поскольку витамин Д по- 
вышал содержание кальция в ткани слизистой кишечника, 
автор исключает и первую возможность (повышение актив- 
ности Н. приводило бы к снижению содержания кальция в 
ткани слизистой кишечника) и приходит к заключению, что 
витамин Д ингибирует активный перенос кальция из эпи- 
телиальных клеток в просвет кишечника (т. е. ингибирует 
Н)) и тем самым повышает концентрацию внутриклеточного 
кальция, что, в конечном итоге, приводит к усилению транс- 
порта кальция от просвета кишечника к серозе. 

Ссылаясь на схему Но]аз\ог (см. рис. 8), можно ска- 
зать, что Бепасвфег с сотр. постулируют стимулирующий 
эффект витамина Д на Но (активный транспорт кальция из 
энителиальных клеток к серозе). Это заключение основыва- 
ется, главным образом, на результатах исследований, про- 
веденных следующими методами: 1) определение транспор- 
та кальция по методу вывернутой кишечной петли с изме- 
рением конечной концентрации кальция в среде, омывающей 
мукозную и серозную поверхности кишечника; 2) определе- 
ние кислородозависимой аккумуляции кальция кишеч- 
ными срезами. Нужно отметить, что результаты исследова- 
ний БевасЩег с сотр. и Но|Аз\мотВ отражают главным обра- 
зом конечный эффект действия витамина Д на транспорт 
кальция и зависимость данного Эффекта от присутствия 
обменной энергии. Эти исследования направлены в основ- 
ном на обнаружение влияния витамина Д на активный транс- 
порт кальция, в то время как возможность определения 
эффекта витамина Д на диффузионную проницаемость мем- 
бран для кальция сведена здесь к минимуму. Не удивительно 
поэтому, что в данных исследованиях влияние витамина д 
на проницаемость мембран для кальция не было выявлено. 

Результаты исследований Нагг1зоп и Нагт1зой (1960, 
1963, 1965) свидетельствуют, что витамин Д повышает диф- 
Фузионную проницаемость (Д.и Д)) клеточных мембран сли- 
зистой кишечника для ионов кальция. Эти исследователи 
придерживаются мнения, что первичное действие витамина 
д обусловливает повышение проницаемости слизистой ки- 
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зшечника для кальция, что делает возможным действие 


системы активного транспорта кальция. 
Результаты недавних исследований, проведенных на кры- 
сах (Отрап, Наго]4, 1969, 1970), свидетельствуют, что вита- 
мин Д оказывает специфическое действие как на диффузи- 
онную проницаемость клеточных мембран для ионов каль- 

ция, так и на систему активного транспор- 

та кальция (рис. 9). Авторы указывают, 

что основным в действии витамина Д яв- 
ляется повышение транспорта кальция из | 
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шечника, не оказывая заметного влияния 

на передвижение кальция в обратном на- нукоза 2 
правлении. Повышается также скорость 
поступления кальция из плазмы в эпите- | 


ы 


оУ1эиу 


лиальные клетки, однако суммарный поток 
кальция при введении витамина Д рахи- 
тичным животным меняется таким обра- Е 
зом, что транспорт кальция из полости ки- сероъа 
шечника к плазме значительно возраста- 

ет. Рис. 9. Схемати- 

У!аззегтай с сотр. (\УМаззегтай, Ка!-  ческое представле- 
{е]7, 1962, УГаззегтап, 1963; \!аззегтап а. а р 
офн., 1966) в опытах ш У1Уо на цыплятах спорт кальция че- 
и крысах показали, что витамин д повы- рез эпителиальные 
шает проницаемость клеточных мембран ея бы 
слизистой кишечника для кальция не толь- Баг нЕ мрт 
ко от полости кишечника к плазме, но ив реп, Наго]а, 1970). 
обратном направлении. Подобный эффект 
витамина может быть объяснен или повышением диффузи- 
онной проницаемости кишечника для кальция, или одновре- 
менной стимуляцией системы активного транспорта каль- 
ция в обоих направлениях. На основании результатов до- 
полнительных опытов ш УЙто авторы приходят к заключе- 
нию, что изменение диффузионной проницаемости действи- 
тельно имеет место и является, по-видимому, одной из стадий 
в действии витамина Д на транспорт кальция. В частности, 
\УМазсегтапй и сотр. предполагают, что витамин Д стимули- 
рует также образование белкового компонента системы ак- 
тивного транспорта кальция (см. главу ПП). 

Анализируя изложенное, можно сказать, что витамин д 
‘влияет, очевидно, как на диффузионную проницаемость кле- 
точных мембран слизистой кишечника, так и на. систему 
активного транспорта кальция. ° Некоторая нёсогласован- 
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ность в результатах исследований, полученных разными ав- 
торами, является, по-видимому, следствием различий ме- 
тодических подходов и экспериментальных особенностей. 
Это, в свою очередь, диктует необходимость изучения данно- 
го вопроса с применением комплекса методических подхо- 
дов, дающих возможность оценивать действие витамина Д 
в разных звеньях системы транспорта кальция. 

Транспорт кальция через клеточные структуры слизи- 
стой кишечника представляется следующим образом: 1) по- 
ступление кальция из полости кишечника в эпителиальные 
клетки слизистой оболочки; 2) внутриклеточный транспорт 
кальция; 3) перенос кальция к серозной поверхности кле- 
ток. Кроме того, необходимо учитывать транспорт кальция 
и в обратном направлении. Некоторые исследователи (УУаз- 
зегтап, Тау]ог, 1969) предполагают возможность участия 
витамина Д во всех названных стадиях транспорта кальция, 
однако на этот счет еще нет единого мнения. Необходимость 
выяснения данных вопросов для изучения биохимических 
процессов витамин Д-зависимого транспорта кальция в ки- 
шечнике вполне очевидна. 

В настоящее время еще не полностью выяснено, стиму- 
лирует ли витамин Д образование компонентов системы 
транспорта кальция, или его действие ограничивается моди- 
фикацией или активацией преформированной системы 
транспорта кальция в кишечнике. Однако в последние го- 
ды многие исследователи придерживаются мнения, что ви- 
тамин Д стимулирует образование 4е поуо белкового компо- 
нента системы транспорта кальция. Большой интерес пред- 
ставляют также данные о влиянии витамина Д на структу- 
ру и функциональную активность биологических мембран. 

В последние годы появились данные, свидетельствую- 
щие, что витамин Д участвует в поддержании нормальной 
структуры и функциональной активности мембран клеток 
и клеточных органелл. Поскольку основной ролью витами- 
на Д в кишечнике является регуляция транспорта ионов 
кальция через клеточные мебраны слизистой кишечника, 
выяснение механизма подобного взаимодействия представ- 
ляет несомненный интерес. 

В опытах с суспензией эритроцитов (Блажеевич, Спири- 
чев, 196ба) было показано, что присутствие витамина Д› в 
‘условиях ш уЙто вызывает гемолиз эритроцитов, инкубиру- 
емых при 37° в изотонической среде. Степень гемолиза воз- 
растала с повышением концентрации витамина Д и с увели- 
чением продолжительности „ инкубации. | Гемолитическое 
действие витамина До наблюдалось при, 37° и отсутствовало 
при 5-—20°. Арторы. приходят к заключению, что. в. основе 
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этого эффекта лежит не простое накопление витамина д В 
мембранах эритроцитов, а его химическое взаимодействие 
с компонентами этой мембраны. В более ранних исследова- 
ниях было показано, что витамин Д необходим для поддер- 
жания нормальной структуры митохондрий (Ре Глса а. ой., 
1960) и что присутствие витамина Д в инкубационной сре- 
де вызывает лизис лизосомальных мембран (Ое Риуе а. офВ., 
1962). Все эти данные косвенно указывают на возможность 
непосредственного взаимодействия молекулы витамина Д 
как стероида с липопротеиновыми оболочками. Подобная 
возможность вполне вероятна, поскольку витамин Д обла- 
дает сходной химической структурой с холестерином и сте- 
роидными гормонами, которые обнаружены в мембранах 
клеток и субклеточных структур и регулируют их физико- 
химические свойства (Сергеев и др., 1971). 

Результаты некоторых исследований по распределению 
витамина Д (см. главу П) свидетельствуют о локализации 
данного витамина в мембранной фракции клеток и кле- 
точных органелл. В частности, после введения рахитичным 
животным меченого витамина Д в физиологических коли- 
чествах значительная часть радиометки гомогената слизи- 
стой кишечника локализуется во фракции ядерных мембран 
(Фе Глса, 1969Ъ). Результаты авторадиографического изу- 
чения субклеточного распределения Н3-витамина Дз (Мог!- 
сВ1 а. офВ., 1967) показывают возможность связывания ви- 
тамина Д мембранами митохондрий и эндоплазматическо- 
го ретикулума. 

В опытах ш УЙто с применением метода инфракрасной 
спектрофотометрии (7аП, Созито, 1969) была показана воз- 
можность связывания витамина Д яичным лецитином. Ас- 
социация молекул происходила путем образования водо- 
родной связи между гидроксильной группой витамина Ди 
кислородом неэстерифицированного фосфата яичного леци- 
тина. Каждая молекула витамина Д взаимодействовала с од- 
ним атомом кислорода фосфата лецитина. Авторы полагают, 
что взаимодействие витамина Д и лецитина в клеточных мем- 
бранах может оказывать влияние на связывание и транспорт 
кальция в мембранных системах. 

Возможно, что молекулы витамина Д или его метаболи- 
тов являются компонентами цитомембран, которые, модифи- 
цируя структурную организацию последних, обеспечивают их 
проницаемость для ионов кальция. Подобное предположе- 
ние не объясняет ‚лалентный' период в действии витамина. Д 
и.тот. факт, что. после. введения. его животным. время обна- 
ружения максимальной концентрации витамина. Дне согла- 
суется с действием последнего на транспорт кальция в ки- 
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шечнике. Однако можно допустить, что мембранное дейст- 
вие витамина Д является одной из стадий в процессе сти- 
муляции всасывания кальция в кишечнике. В частности, 
некоторыми авторами (71 а. оёВ., 1966) предполагается, 
что изменение концентрации внутриклеточного кальция, 
обусловленное взаимодействием витамина Д с субклеточ- 
ными мембранами, приводит к инициации процессов, на- 
правленных на образование компонентов системы активно- 
го транспорта кальция. 


Эти немногочисленные литературные данные свидетель- 
ствуют о возможности непосредственного взаимодействия 
молекулы витамина Д (или его метаболитов) с компонента- 
ми биологических мембран. Однако в настоящее время эти 
вопросы изучены недостаточно и не получили должной 
оценки. Совсем еще не изучено взаимодействие биологиче- 
ски активных метаболитов витамина Д с мембранами. 
Между тем комплексное исследование влияния витамина Д 
и его. метаболически активных форм на мембранные струк- 
туры в условиях организма или в различных модельных 
системах представляет несомненный интерес в выяснении 
молекулярного механизма действия витамина Д. 


В опытах ш уйто (ТВошрзоп, Ое Гаса, 1964) было уста- 


новлено, что добавление витамина Д к пище вызывает у 
рахитичных крыс трехкратное увеличение включения неор- 
танического РЗ? в фосфолипиды слизистой кишечника. Не- 
сколько меньшее стимулирование включения РЗ? наблюда- 
лось в фосфолипиды срезов почек. Стимулирующий эффект 


витамина Д на включение РЗ? в липиды клеточных ядер, 
‘митохондрий и микросом (за исключением микросом пече- 
-ни) слизистой кишечника, почек и печени был обнаружен 
‚ив. других исследованиях (Нозоуа а. о{1., 1964). Данный 
‚эффект: витамина Д зависит от целостности системы окисли- 
тельного фосфорилирования. Об этом свидетельствует угне- 
-тение стимуляции в анаэробных условиях под действием ме- 
‘таболических ингибиторов или холода. Путем фракциони- 
-рования фосфолипидов методами колоночной и тонкослой- 


'ной хроматографии было выявлено стимулирующее дейст- 
вие витамина Д на включение РЗ? в лецитин, фосфатидил- 
-эЭтаноламин и фосфатидилсерин и отсутствие его эффекта на 
- метаболизм фосфатидилхолина. В последующем было обна- 
ружено, что витамин Д стимулирует включение ОТГ-серина- 
3-СМ в фосфолипидные фракции митохондриальных мем- 
`бран (Новоуа а. о%В., 1964а, 1970). Названный эффект так- 
-же’оказался чувствительным к действию холода и метабо- 
-лических ингибиторов. `* : : КМ М а 
в знаком зао ит 
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Недавно (Адатз а. офН., 1970) было показано, что очи- 
ценные препараты щеточной каймы слизистой тонкого ки- 
шечника цыплят содержат различное количество общего 
липида и холестерина в зависимости от обеспеченности ви- 
тамином Д, в то время как различия в содержании холесте- 


Таблица 28 


Содержание холестерина в гомогенатах и очищенных препаратах 
щеточной каймы слизистой тонкого кишечника витамин 
Д-дефицитных цыплят и цыплят, леченных витамином д 

(Адатз а. оВ., 1970) 





Препарат щеточной каймы Гомогенат 





Д- вита- 
мг холесте-|мг холесте-|мг холесте- 
минный | Мг липида| < 
| мг 
статус |100 мг бел-РИНа/100 мг рина/100 мг|рина/100 








та белка липида липида 
узел РСЯ ОВС КА, МЗ ВА ЗВ 5 ОА ыы 
—Д 22,9 1,78 7,80-0,60 | 4,94=0,00 
--Д 19,2 2,08 10,90-0,10 | 5,06=0,03 








Примечание. Витамин Дз в дозе 500 МЕ вводили вита- 
мин Д-дефицитным цыплятам (—Д) за 60 час до забоя. 


рина в цельных гомогенатах мукозы были незначи- 
тельными (табл. 28). При этом было отмечено, что 
при Д-витаминной недостаточности наряду с некоторым по- 
вышением общего количества липидов (в расчете на 1 мг 
белка) содержание холестерина в препаратах щеточной кай- 
мы значительно снижается. Исходя из этих данных авторы 
приходят к заключению, что имеются существенные разли- 
чия в структурной организации мембран микроворсинок 
слизистой тонкого кишечника у рахитичных и леченных 
витамином Д цыплят. 

Таким образом, витамин Д влияет на метаболизм неко- 
торых компонентов биологических мембран. Последние, 
являясь структурно-функциональными элементами всех 
клеток и клеточных органелл, принимают участие во мно- 
тих метаболических процессах в клетке. Осуществляя регу- 
ляцию селективного транспорта ионов, питательных ве- 
тцеств и метаболитов между клеткой и средой, биологиче- 
ские мембраны способствуют Физиологическому протека- 
нию многочисленных биохимических реакций. Важность 
данного вопроса определила огромное количество исследо- 
ваний, направленных на выяснение структуры и функции 
биологических мембран и механизмов трансмембранного 
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транспорта веществ. Особый интерес при этом представ- 
ляет установление регуляторов мембранной проницаемости. 
С данной точки зрения витамин Д представляется одним из 
основных регуляторов транспорта кальция через цитомем- 
браны слизистой кишечника. к 
Согласно теории мембранных структур, предложенной 
Паше! и Раузоп (1935), существует общий принцип морфо- 
логической организации биологических мембран, состоя- 
щих из центрального бимолекулярного слоя липидов с ас- 
социированными с ними молекулами белка. Результаты 
современных исследований ультраструктуры клеточных 
мембран, проведенных методами электронной микроскопии, 
электронного парамагнитного резонанса, рентгеноструктур- 
ного анализа, ядерного магнитного резонанса, скалывания 
замороженных объектов, спин-метки, сканирующей кало- 
риметрии и др. можно разделить на две основные группы. 
Одна из них подтверждает наличие в биологических мем- 
бранах непрерывного бимолекулярного липидного слоя, яв- 
ляющегося основой структурной организации клеточных 
мембран, и белкового компонента. Связь между липидным 
и белковыми компонентами осуществляется за счет элекл- 
ростатического и гидрофобного структурного взаимодейст- 
вия. Вторая группа исследователей постулирует субъединич- 
ный липопротеиновый принцип организации мембран и 
отрицает существование непрерывного липидного слоя. Ана- 
лиз современных представлений об Ультраструктуре биоло- 
гических мембран и их роли в обеспечении функции организ- 
ма представлены в ряде обзоров и монографий (Трошин, 
1956; Боровягин, 1967, 1969, 1971; Давыдова, 1967; Гель- 
ман, 1969; Сварштап, 1968; Втапфоп, 1969; Неп4ег, 1971). 
Изменения химического состава и структурной органи- 
зации мембран, межмолекулярного взаимодействия и кон- 
формации мембранных субъединиц и различные другие 
факторы оказывают влияние на функциональную актив. 
ность биологических мембран. Роль некоторых регуляторов 
проницаемости липопротеиновых оболочек для ионов и ме- 
таболитов может рассматриваться как воздействие на эти 
факторы. Основная часть липидного компонента многих кле- 
точных мембран приходится на долю фосфолипидов (Боро- 
вягин, 1971). Холестерин также является одним из компо- 
нентов липопротеиновых мембран. Определенные функцио- 
нальные свойства биологических мембран находятся в пря- 
мой зависимости от структурной организации их липидов. 
В частности, было показано (СЛег а. оёВ., 1970), что прони- 
цаемость модельных и естественных мембран для ионов и 
различных неэлектролитов зависит. от их фосфолипидного 
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<остава (тип фосфолипида, характер цепи жирных кислот, 
присутствие нейтральных липидов). Холестерин, взаимодей- 
<твуя с фосфолипидными молекулами, стабилизирует их 
бислой, ограничивает участие молекул фосфолипидов в ме- 
таболических процессах, уменьшает гидрофобную и увели- 
чивает гидрофильные области бислоя. Таким образом, ли- 
пидный состав мембран во многом определяет их функцио- 
нальную активность. Можно предполагать, что влияние 
витамина Д на липидный состав биологических мембран 
обусловливает такую структурную организацию последних, 
которая приводит к облегчению транспорта ионов кальция. 

На основании данных о стимулирующем влиянии вита- 
мина Д на включение меченых предшественников в фосфо- 
липидные фракции цитомембран было выдвинуто предпо- 
ложение (ТВошрзоп, Ве Глса, 1964; Нозоуа а. о4В., 1970), 
что витамин Д индуцирует биосинтез ферментов фосфоли- 
пидного обмена. В связи с этим представляет интерес, что 
стимуляция включения РЗ? в фосфолипиды слизистой тонко- 
го кишечника наблюдалась через 3 час после введения 
2000 МЕ витамина Дз (ТВошрзоп, Ое Така, 1964). Следова- 
тельно, наблюдается определенная идентичность в продол- 
жительности латентного периода в действии витамина Д на 
транспорт кальция и фосфолипидный метаболизм в слизи- 
стой тонкого кишечника. Дальнейшее изучение названных 
взаимоотношений представляет несомненный интерес в вы- 
яснении мембранного действия витамина Д. 

Имеются данные, что фосфолипиды синтезируются в 
микросомах и в последующем транспортируются в митохон- 
дрии. Позднее было показано включение серина и холина 
в мембранные фосфолипиды митохондрий печени крыс (Ву- 
хтауе, Висрег, 1968; Вудтауе, Ка1зег, 1968). Нозоуа с соавт. 
(1970) обнаружили стимулирующее влияние витамина Дз 
на инкорпорацию серина-3-С“ в фосфолипидные фракции 
печеночных митохондрий. Исходя из этих данных авторы 
приходят к предположению, что витамин Д, возможно, уча- 
ствует в транспорте фосфолипидных предшественников и 
фосфолипидов из микросом в митохондрии. 

Состав и структурная организация белкового компонен- 
та липопротеиновых оболочек изучены еще недостаточно. 
Мембранные белки являются, по-видимому, гетерогенными, 
а их молекулярные веса колеблются в значительных преде- 
лах. В частности, недавно из эритроцитарных мембран было 
выделено около 14 различных белков с молекулярным ве- 
сом от 50000 до 250000 (Т.епата, 1970). Более крупные бел- 
ковые молекулы легко дезагрегируют до субъединиц с мо- 
лекулярным весом 20000 при повышении ионной силы сре- 
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ды выделения (Вег&, 1969). Отметим при этом, что молеку- 
лярный вес витамин Д-зависимого кальций-связывающего 
белка идентичен с молекулярным весом указанных мем- 
бранных белков. Возможность взаимодействия кальций-свя- 
зывающего белка с мембранными структурами и роль его 
в транспорте кальция обсуждается в главе ТП. 

Как известно, плазматические мембраны включают бел- 
ки, обладающие АТФ-азной активностью, ферментную си- 
стему цепи переноса электронов и ряд других ферментных 
систем. В последнее время появились сообщения о влиянии 
витамина Д на некоторые ферменты, относящиеся к мембран- 
ным белкам. В частности, было обнаружено (Маг&ш а. оВ., 
1969) повышение активности кальций-стимулируемой 
АТФ-азы (аденозинтрифосфатазы) в препаратах щеточной 
каймы слизистой тонкого кишечника рахитичных крыс пос- 
ле введения им витамина Д. В последующем эти исследова- 
ния были продолжены рядом авторов (НацзЗег а. о{Н., 
1970; Но]азмогЬ, 1970; Меапсоп, Ое Гиса, 1970; Могтай 
а. офЪ., 1970), которые определили различные факторы, 
влияющие на данный эффект витамина Д. Стимулируемая 
витамином Д АТФ-аза оказалась чувствительной к присут- 
ствию ионов Са?* и М2?+, но ионы Ма* и К+ не влияли на 
ферментативную активность (табл. 29). Оубаин, являющий- 
ся специфическим ингибитором транспорта калия и натрия, 
также не оказывает влияния на чувствительную к витами- 
ну Д АТФ-азную активность щеточной каймы слизистой 
тонкого кишечника как в присутствии, так и в отсутствии 
ионов кальция (Ме!апсоп, Ое Гиса, 1970). 

Время повышения АТФ-азной активности после ораль- 
ного или парентерального введения витамина Д оказалось 
идентичным с величиной латентного периода в действии 
витамина Д на транспорт кальция в кишечнике. Максималь- 
ное повышение АТФ-азной активности и скорости транспор- 
та кальция в кишечнике наблюдались в одинаковое время 
после введения рахитичным цыплятам витамина Д. Это 
привело к предположению, что два процесса — повышение 
АТФ-азной активности и транспорта кальция в кишечнике, 
обусловленные витамином › интимно взаимосвязаны (Ме- 
Лапсоп, Ое Гаса, 1970). 

Возможно, витамин Д путем воздействия на активность 
или на образование новых молекул АТФ-азы Участвует в 
транспорте кальция. Можно допустить, что АТФ-аза прини- 
мает или непосредственное участие в системе транспорта 
кальция, или обеспечивает необходимой энергией систему 
активного транспорта кальция. Это предположение интерес. 
но сопоставить с тем фактом, что процессы активного выде- 
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Таблица 29 


Влияние различных катионов на стимулируемую 
витамином Д АТФ-азную активность щеточной каймы 
слизистой кишечника цыплят (Но1зууог(®, 1970) 














Гидролиз АТФ, 
нМ/мин/мг белка 
Присутствие катионов Дз-витами- 
в инкубационной среде |Рахитич- низирован- 
ные цып-| ные цыпля- 
лята та (400 МЕ 
за 16 час) 
Трис 5 5 
Трис + 2 мМ М=?+ 47 85 
Трис + 2 мМ Мё?+т 

- 50 мм Ма+ 45 86 
Трис + 2 мм М=2+ - 

- 15 мм К+ 48 86 
Трис + 5 мМ Са?+ 22 45 
Трис +2 мМ М=?+ + 

+5 мМ Са?+ 84 127 
Трис + 2 мМ МЕ? - 

+ 20 мМ Са2+ 96 142 


Примечание. рН инкубационной среды равен 8,5. 


ления из клетки ионов натрия и накопления ионов калия 
зависят от особой АТФ-азы, активируемой ионами магния 
и катализирующей превращение одной молекулы АТФ в 
АДФ при переносе каждых двух ионов калия и трех ионов 
натрия. Данная АТФ-аза, как известно, действительно уча- 
ствует в активном переносе натрия. Полученные в настоя- 
щее время данные о влиянии витамина Д на АТФ-азу еще 
немногочисленны, что затрудняет наметить более конкрет- 
ные пути участия данного фермента в процессах транспорта 
кальция через клеточные мембраны слизистой кишечника, 
Имеются также предварительные данные, что влияние 
витамина Д на АТФ-азную активность слизистой кишечни- 
ка не связано с действием его на транспорт кальция (Но145- 
уоВ, 1970). Это мнение основано на том факте, что стиму- 
лирующий эффект витамина Д на транспорт кальция, опре- 
деляемый по методу вывернутой кишечной петли, не блоки- 
руется при добавлении фенилаланина (ингибитор АТФ-аз- 
ной активности) в среду, омывающую поверхность слизистой 
кишечника. Однако нужно отметить, что при подобной по- 
становке опыта в условиях сохранения целостности слизи» 
стой оболочки кишечника и непродолжительного времени 
инкубации (30 мин) ингибирующий эффект фенилаланина 
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на АТФ-азу мог не проявиться. О возможности подобной си- 
туации могут свидетельствовать данные о том, что ‚АТФ-аз- 
ная активность проявляется только на внутреннеи, но не 
на внешней стороне мембраны. Отметим также, что ингиби- 
рующий эффект фенилаланина на АТФ-азную активность 
определялся авторами лишь в изолированных препаратах 
щеточной каймы слизистой кишечника, где нарушение це- 
лостности клеточных мембран и возможность свободного 
доступа фенилаланина к внутренней поверхности мембран 
вполне очевидна. Исходя из этих данных можно сказать, 
что идея участия АТФ-азы в проявлении действия витами- 
на Д на всасывание кальция в кишечнике весьма заманчи- 
ва и требует дальнейшей более тщательной эксперименталь- 
ной оценки. 

Путем гистохимического исследования было обнаруже- 
но, что у крыс при недостаточности витамина Д наблюда- 
ется енижение активности щелочной фосфатазы в тонком 
кишечнике и повышение названного показателя после до- 
бавления витамина Д в диету (Спеезтап а. офЙ., 1966). В по- 
следующем в связи с обнаружением стимулирующего влия- 
ния витамина Д на мембранную АТФ-азную активность 
клеток слизистой кишечника значительно возрос интерес к 
изучению влияния витамина Д на активность щелочной 
фосфатазы, поскольку свойства последней во многом кор- 
релируют с АТФ-азной активностью. Кроме того, щелочной 
фосфатазой особенно богаты ткани кишечника, почек и ко- 
стей, т. е. ткани с высоким минеральным (в том числе и 
кальциевым) обменом (Мабо4де а. офН., 1966). Наибольшая 
часть кишечной щелочной фосфатазы локализуется в микро- 
ворсинках слизистой оболочки (РадуКи]а, 1962; Еогзфпег а. 
оВ., 1968; Могтап а. о., 1970), а мембраны микроворсинок 
являются, как известно (Адатаз а. офН., 1969; Магии, Ое Тла- 
са, 1969), основным местом действия витамина Д на транс- 
порт кальция. Таким образом, сравнение структуры и функ- 
ционального состояния клеточных мембран микроворсинок 
слизистой тонкого кишечника у витамин Д-дефицитных и 
насыщенных витамином Д животных может, очевидно, 
привести к обнаружению специфических изменений, имею- 
щих отношение к действию витамина Д на активный пере- 
нос кальция. 

Совсем недавно рядом исследователей было обнаруже- 
но, что витамин Д повышает активность щелочной фосфата- 
зы в микроворсинках слизистой тонкого кишечника (Наиз- 
З1ег а. офВ., 1970; Но!азмогВ, 1970; Могтап а. о®., 1970). 
Применявшиеся при этом дозы витамина Д (50—500 МЕ) 
близки к физиологическим, но тем не менее вызвали 2—3- 
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кратное повышение активности щелочной фосфатазы. Следо- 
вательно, можно полагать, что данный эффект витамина д 
не является каким-то побочным действием, а, скорее, имеет 
отношение к проявлению физиологического ответа на вве- 
дение витамина Д. Подобная возможность подтверждается 
тем, что после введения витамина Д рахитичным животным 
наблюдается четкая корреляция между увеличением ак- 
тивности щелочной фосфатазы в микроворсинках и повы- 
шением скорости транспорта кальция в кишечнике. 

По некоторым данным (Еафоп, Мозз, 1967), стимулиру- 
емые витамином Д М#?+-АТФ-азная, Са?-АТФ-азная ак- 
тивность и шелочная фосфатаза представляет активность 
одного-единственного фермента (Намзз]ех а. офВ., 1970). Для 
проверки этого предположения авторы определяли влияние 
различных специфических ингибиторов на ферментативную 
активность щелочной фосфатазы, М5?+-АТФ-азы и Са?т- 
АТФ-азы. При этом было выявлено, что Т-фенилаланин 
(10 мм), являющийся стереоспецифическим ингибитором 
шелочной фосфатазы кишечника (Стозн, Е1зВтап, 1968), 
оказался ингибитором для Са?1-АТФ-азы и М5?1-АТФ-азы и 
приводил к постепенному снижению их ферментативных 
активностей. Д-стереоизомер фенилаланина, служивший 
в этих опытах в качестве контроля, не оказывал влияния 
ни на одну из трех форм активности. Ионы Ве?+ и 77", 
являющиеся ингибиторами щелочной фосфатазы (Тротаз, 
АЪт:95е, 1966), блокировали все три вида активности по 
аналогии с Г-фенилаланином. Другие ионы (Со?+, Ке?+, Бт* 
а Ва?*), которые не являются ингибиторами для щелочной 
фосфатазы, не оказали заметного влияния и на АТФ-азную 
активность. 

На основании этих данных авторы приходят к заклю- 
чению, что все три тестированные ими формы фермента- 
тивной активности (щелочная Ффосфатаза, М5?*"-АТФ-аза и 
Са2+-АТФ-аза) в микроворсинках кишечника обладают свой- 
ствами одного белкового фермента. К подобному предполо- 
жению приходит и Но!4змог № (1970) на основании прове- 
денных им идентичных опытов с фенилаланином. Кроме 
того, шелочная фосфатаза микроворсинок У рахитичных и 
леченных витамином Д цыплят, как и стимулируемая ви- 
тамином Д АТФ-аза, оказалась чувствительной к присутст- 
зию определенной концентрации ионов М5** и Са?*, в то 
время как ионы Ма+ и К+ не оказали заметного влияния на 
его активность (табл. 30). 

Одновременное изучение активности щелочной фосфата- 
зы, М5?+-АТФ-азы и Са+2-АТФ-азы микроворсинок слизи- 
стой оболочки тонкого кишечника у витамин: Д-дефицитных 


139 











Таблица 30 


Влияние различных катионов на стимулируемую 
витамином Д активность щелочной фосфатазы 
щеточной каймы слизистой кишечника цыплят 

(Но1аз\мог, 1970) 





Гидролиз р-нитрофенил- 
фосфата, нМ/мин/мг 





белка 
Присутствие катионов 
в инкубационной среде Дз-витами- 
Рахитич-| низирован- 


ные цып-| ные цыпля- 
лята та (400 МЕ 


за 16 час} 

2 мм М=?+ 608 834 
+15 мм К+ 590 798 

+ 50 мм Ма+ 580 780 
-)15 мм К+ + 50 мм Ма+ 620 840 

5 мМ Са2+ 15 24 
15 мм К+ 38 60 

-+ 15 мм К+ + 50мм Ма+ 17 28 

2 мм М=?+ + 5 мМ Са?+ 720 944 
+ 20 мМ Са?+ 902 1166 


Примечание. рН инкубационной среды равен 8,9. 


цыплят показало, что все три формы активности повышают- 
ся аналогичным образом после введения витамина Дз (см. 
табл. 30). Все эти данные приводят к мнению, что повыше- 
ние названных ферментативных активностей, вызванное 
введением витамина Д, обусловлено воздействием послед- 
него на один-единственный фермент. 

Витамин Д, однако, не влияет на многие другие формы 
исследованной ферментативной активности, локализующие- 
ся в микроворсинках слизистой кишечника. Так, не обна- 
ружено заметного влияния витамина д на активность кис- 
лой фосфатазы (Но!4з\уот®, 1970), ферментов гликолиза 
(Заз, Но!Азмог В, 1962), цитохромоксидазы и 5’-нуклео- 
тидазы. Введение витамина Д не вызвало заметных сдвигов 
в активности различных дисахаридаз щеточной каймы сли- 
зистой кишечника (табл. 31). Приблизительно одинаковый 
уровень дисахаридазной активности обнаружен в щеточной 
кайме слизистой кишечника как у витамин Д-дефицитных, 
так и у леченных витамином Д цыплят. Следовательно, вве- 
дение витамина Д не обусловливает неспецифическое изме- 
нение активности многих ферментов микроворсинок. Эти 
данные подчеркивают селективность индукции витамином 
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д щелочной фосфатазы и АТФ-азы и снимают возможность, 


что названный эффект витамина Д обусловлен влиянием 
последнего на пролиферацию микроворсинок слизистой ки- 
шечника. 

Предварительное введение актиномицина. Д или цикло- 
гексимида, ингибирующих различные звенья в системе био- 
синтеза белка, блокировало 
стимулирующее влияние ви- 
тамина Д как на активность Влияние витамина Д на активность 


Таблица 31 


щелочной фосфатазы и дисахаридаз щеточной каймы 
АТФ-а ы, т а. слизистои кишечника цыплят 
Вых так сиаНА ЕРАНО (Моттап а. ой®., 1970) 
порт кальция в кишечнике ЗЕЕ НЕЕ 
(Наиззег а. о\\., 1970; Мог- НМ высвобожденной 
пап а. офЪ., 1970). Это мо- глюкозы/мин/мг веса 
жет свидетельствовать, что щеточной каймы 
витамин Д влияет не толь- — дисахари- ——`щ“ 
ко на активность фермента даза Дэвитами. 
(или ферментов), но и сти- Рахитич- НЙ 
ные цып-| Н > 
мулирует также биосинтез Зята | та (500 МЕ 
новых ферментных молекул. за 60 час) 
Возможность подобного о 
предположения подтверж-  мальтаза 0,078 0,080 
дается и тем фактом, ЧТО — Треолаза 0,002 0,002 
стимулирующий эффект  Целлобиаза 0,003 0,003 
витамина Д на активность  Сахараза 0,12 0,108 
Лактаза 0,006 0,005 


щелочной фосфатазы и 
АТФ-азы в микроворсинках слизистой кишечника обнару- 
живается лишь через 2—3 час после введения витамина Д. 
Возможно, данный латентный период в действии витамина 
Д на ферментативную активность обусловлен временем, не- 
обходимым для биосинтеза новых молекул белкового фер- 
мента. 

о Таким образом, витамин Д через определенный латент- 
ный период повышает активность щелочной фосфатазы и 
АТФ-азы микроворсинок слизистой кишечника и это про- 
исходит в близком временном соответствии с обусловленной 
витамином Д стимуляцией транспорта кальция в кишечни- 
ке. Оба эффекта ингибируются предварительным примене- 
нием препаратов, блокирующих белковый синтез. Кроме то- 
го, микроворсинки слизистой оболочки являются основным 
местом действия витамина Д на транспорт кальция в кишеч- 
нике. Все это подтверждает предположение, что изменение 
фосфатазной и АТФ-азной активности в микроворсинках 
под влиянием витамина Д имеет непосредственное отноше. 
ние к действию последнего на перенос кальция.в кишечни- 
ке, По-видимому, названные формы энзиматической актив: 
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ности, принадлежащие, возможно, одному ферменту и ин- 
дуцируемые витамином Д, локализуются преимущественно 
в мембранах микроворсинок слизистой тонкого кишечника, 
Недавно было установлено, что витамин Д путем повы- 
шения активности аденилциклазы в клеточных мембранах 
слизистой тонкого кишечника стимулирует образование 
циклического 3’,5’-АМФ (аденозинмонофосфат), который, по- 
видимому, принимает участие в переносе кальция через кле- 
точную стенку (МеуШе, Но!9з\уот, 1969; Но1азмотй, 
1970). Авторы обнаружили, что введение витамина Д рахи- 
тичным цыплятам приводит к повышению активности аде- 
нилциклазы в мембранной фракции слизистой тонкого ки- 
шечника. Применение циклического 37’,5’-АМФ повышало 
всасывание Са% в кишечнике и содержание его в. кости. 
В опытах с вывернутой кишечной петлей было выявлено, 
что у цыплят с рахитом циклический 37’,5’-АМФ новыша- 
ет переход кальция через стенку кишечника в на- 
правлении от слизистой к серозе, а у цыплят, получавших 
витамин Д, этот эффект отсутствует. На основании этих 
данных авторы приходят к заключению, что циклический 
`3’,5’-АМФ является «вторичным посредником» в действии: 
витамина Д на кишечный транспорт кальция. В связи ©: 
этим представляет интерес, что циклический 3’,5’-АМФ яв- 
ляется посредником в действии многих гормонов (Зи{Вег1апа 
а. оф., 1965; Вифевег а. офН., 1968). Количество цикличе- 
ского 3’,5’-АМФ определяется активностью аденилцикла- 
зы, поскольку последняя принимает участие в его образо- 
вании. Аденилциклаза является компонентом клеточных 
мембран (Рауотеп а. о{1., 1963) и, по мнению некоторых 
исследователей, тесно связана с транспортом ионов через 
клеточные мембраны. Следовательно, можно ожидать, что 
дальнейшее изучение влияния витамина Д на аденилцикла- 
зу и 3’,5АМФ расширит наши знания о механизме дейст- 
вия витамина Д на транспорт ионов кальция. 

Суммируя изложенное, можно сказать, что витамин д 
влияет на пассивную диффузию ионов кальция путем из- 
менения структуры и функциональной активности клеточ- 
ных мембран ‘и повышает активный транспорт кальция в. 
кишечнике преимущественно по направлению от слизистой 
к серозе. Последний эффект витамина Д обусловлен, ‘по-ви-. 
димому, образованием и/или активацией компонентов систе-. 
мы транспорта кальция`и воздействием на’ процессы ‘снаб- 
жения энергией системы активного транспорта кальция.) 

Взаимодействие ‘витамина Д (или его’ метаболитов)? 
‘мембранами клеток и’`субклеточных‘втруктур” можно’ раб: 

сматривать как’один из наиболее ‘ранних этаповв`механизе. 
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ме его действия. Исследования показывают, что витамин д 
обнаруживается в пределах липопротеиновых оболочек. При 
этом взаимодействие осуществляется, по-видимому, между 
полярными группировками молекул витамина Д и липид- 
ных компонентов цитомембран. Данное взаимодействие 
играет, очевидно, определенную роль в транспорте витами- 
на Д через клеточные и субклеточные мембраны. Возможно, 
непосредственное взаимодействие молекулы витамина Д с 
мембранными структурами приводит к изменению проница- 
емости мембран для некоторых ионов и метаболитов, одна- 
ко роль данного процесса в транспорте кальция через кле- 
точные мембраны слизитой кишечника еще не выяс- 
нена. 

Другим важным аспектом в действии витамина Д на 
мембранную проницаемость для ионов кальция является ре- 
гулирующая роль витамина Д в обмене некоторых структур- 
ных компонентов липопротеиновых оболочек. В частности, 
было показано, что витамин Д влияет на метаболизм как 
липидного, так и белкового компонентов мембран. Совре- 
менные представления о взаимодействии между структурой 
и функциональной активностью биологических мембран да- 
ют возможность полагать, что регуляция витамином Д 
структурной организации клеточных мембран слизистой 
кишечника интимно взаимосвязана с физиологическим дей- 
ствием его на трансмембранный транспорт кальция. Об этом 
же свидетельствуют данные, что в структурной организа- 
ции клеточных мембран слизистой кишечника, равно как 
и в транспорте кальция в кишечнике, имеются существен- 
ные различия у витамин Д-дефицитных и леченных вита- 
мином Д животных. На основании изложенных эксперимен- 
тальных данных о влиянии витамина Д на структурные 
компоненты мембран можно высказать следующие сообра- 
жения о роли данных процессов в механизме транспорта 
кальция в кишечнике. 

1. Витамин Д регулирует образование некоторых липид- 
ных компонентов (фосфолипиды, холестерин) мембран и 
содержание их в клеточных мембранах слизистой кишечни- 
ка. Подобное воздействие витамина Д, возможно, приводит 
к изменению пассивной диффузии ионов кальция или де- 
лает возможным нормальное функционирование системы 
активного транспорта кальция. По-видимому, витамин д 
оказывает влияние на образование фосфолипидов путем из- 
менения биосинтеза ферментов фосфолипидного обмена, т. е. 
воздействует на уровне белкового синтеза. 

2. Витамин Д стимулирует биосинтез новых молекул 
транспортных белков-ферментов, непосредственно учасгву- 
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щих в переносе кальция через мембраны микроворсинок 
слизистой кишечника. 

3. Витамин Д влияет на структурный состав или изме- 
няет конформационные свойства белкового компонента 
эпителиальных клеток слизистой кишечника и тем самым 
приводит к изменению их проницаемости для ионов каль- 
ция. Влияние витамина Д на биосинтез белкового компонен- 
та системы транспорта кальция осуществляется, по-видимо- 
му, на уровне транскрипции и трансляции генетического 
материала. 

4. Витамин Д влияет на ферментативную активность в 
микроворсинках слизистой кишечника. 





Глава У 


ВЛИЯНИЕ ВИТАМИНА д 
НА МЕТАБОЛИЗМ КОСТНОЙ ТКАНИ 


Как мзвестно, рахит характеризуется 
выраженными костными нарушениями, в связи с чем выяс- 
нение роли витамина Д в развитии названных сдвигов, рав- 
но как и изучение механизма его действия на метаболизм 
костной ткани, представляет вопрос чрезвычайной важно- 
сти. Выраженные сдвиги в обмене костной ткани наблюдают- 
ся не только при недостаточном, но и при избыточном по- 
ступлении витамина Д в организм. Так, если рахит класси- 
чески определяется как недостаточность кальцификации и 
минерализации гипертрофированных хрящевых зон и осте- 
оида с последующим удлинением и расширением хрящевых 
пластинок, вызванными Д-витаминной недостаточностью, 
то при гипервитаминозе Д наряду с усиленной минерализа- 
цией вновь образованной кости наблюдается резорбция пред- 
образованной костной ткани. 

Однако до сих пор нет еще однозначного ответа на во- 
просы, принимает ли витамин Д непосредственное учасгие 
в минерализации или резорбции костной ткани, или метабо- 
лизм последней регулируется витамином Д косвенно, по- 
средством его действия на абсорбцию кальция в кишечни- 
ке. Следовательно, если действие витамина Д на транспорт 
кальция в кишечнике можно считать установленным фак- 
том, то вопрос о прямом участии витамина Д в обмене кост- 
ной ткани является дискутабельным. Результаты исследо- 
ваний в этом направлении пока лишь дают возможность 
высказать некоторые гипотезы о механизмах действия ви- 
тамина Д на костную ткань и создают определенные перс- 
пективы в выяснении данного вопроса. 

Результаты многочисленных клинических и экспери- 
ментальных исследований свидетельствуют, что классиче- 
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ский витамин Д-недостаточный рахит характеризуется отри- 
цательным балансом основных минеральных компонентов 
костной ткани — солей кальция и фосфора, и уменьшением 
содержания последних в крови. Для развития нормальной 
минерализации костной ткани важно не только определен- 
ное содержание кальция и фосфора в крови и интерстици- 
альной жидкости, омывающей костные клетки, но и величи- 
на произведения концентрации этих минералов. Так, если 
величина этого произведения (при условии выражения кон- 
центрации кальция и фосфора в Мг %) ниже 40, то наруша- 
ется нормальная минерализация скелета вплоть до прекра- 
шения осаждения минеральных солей (ЗЬ1р1еу а. о®., 1925), 
что приводит к развитию рахита. Введение фосфатов рахи- 
тичным крысам, содержавшимся на низкокальциевой дие- 
те и, соответственно, с низким содержанием этого минерала 
в крови, приводит к быстрому повышению концентрации 
фосфора и константы (СаЖР) в крови. Гистологические при- 
знаки рахита исчезают при этом в течение нескольких дней. 
Внутривенное введение кальция (Созз1зтоз а. офР., 1968) 
или фосфатов (Егазег а. офВ., 1958; Б4еепаЦк, 1961) детям, 
больным рахитом, также приводит к повышению константы 
(СажрР) и постепенной нормализации рентгенологических 
показателей костных нарушений. Суммируя результаты 
этих исследований, можно прийти к следующим заключе- 
ниям: 

1) для нормального обызвествления кости необходим 
определенный минимум концентрации кальция и фосфора 
и величины произведения концентрации этих минералов в 
крови и интерстициальной жидкости, омывающей костные 
клетки; 

2) стимулирующая роль витамина Д в минерализации 
кости может заключаться в регуляции оптимального содер- 
жания кальция и фосфора в плазме и внеклеточной жидко- 
сти, что необходимо для нормального обызвествления кост- 
ной ткани. 

В настоящее время многие исследователи придержива- 
ются мнения о «монофункции» витамина Д, а именно, что 
физиологическая роль последнего в организме определяется 
главным образом влиянием его на кинетику абсорбционных 
процессов в кишечнике, в то время как все другие функции 
витамина Д являются следствием названного эффекта. 
Предполагается, Что витамин Д, стимулируя абсорбцию 
кальция и вторично фосфатов в кишечнике, поддерживает 
концентрацию этих минералов в плазме в пределах, опги- 
мальных для нормального ‘обызвествления костной ткани, 
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чем и определяется роль витамина Д как стимулятора про- 
цессов костной минерализации (№с0]а1зеп, Фапзеп, 1939; 
БсвасШег, Возеп, 1959; Роуа@е а. ов., 1960; \Маззегтап, 
1963; Ре Глса, 1967). 

Регуляция витамином Д уровня сывороточного кальция 
и фосфора, по-видимому, играет не единственную роль в 
стимулирующем влиянии данного витамина на минерализа- 
цию костной ткани. Так, в сыворотке нормальных крыс был 
обнаружен какой-то еще не идентифицированный фактор, 
зависимый от витамина Д и стимулирующий поглощение 
кальция костной тканью (\ММеПз, СашЪа], 1968). Этот фак- 
тор отсутствовал в сыворотке Д-авитаминозных крыс. При- 
сутствие в инкубационной среде из Кребс-Рингеровского 
раствора 0,5 мл нормальной сыворотки увеличивало погло- 
щение кальция костью, в то время как добавление сыворот- 
ки Д-авитаминозных животных или витамина Д в среду не 
вызвало подобного эффекта. Следовательно, витамин Д-зави- 
симый сывороточный фактор, стимулирующий поглощение 
кальция костной тканью, не является витамином Д или его 
метаболитом, а скорее представляет собой специфическое 
вещество, возможно, белковой природы, образование кото- 
рого индуцируется витамином Д. 

Заслуживают внимания полученные недавно данные о 
непосредственном влиянии витамина Д на кальцификацию 
костной ткани (Шубина, 1970; Шубина, Вендт, 1970). Авто- 
рами обнаружено прямое стимулирующее влияние витами- 
на Д. на процесс поглощения кальция костной тканью цып- 
лят в опытах ш уйто. При этом показана зависимость 
эффекта витамина Дзотего концентрации в среде и существо- 
вание концентрационного оптимума действия витамина Дз. 
Инкубация витамина Дз с костной тканью приводила к об- 
разованию соединения с максимумом поглощения при 
261—265 нм в ультрафиолетовой области спектра, которое 
обладало равной с витамином Дз антирахитической актив- 
ностью. В отличие от витамина Дз витамин Д> не оказывал 
влияния на кальцификацию костной ткани цыплят в опытах 
1 Уйго. Однако вещество, полученное после инкубации ви- 
тамина До с тонким кишечником цыплят, в некоторой сте- 
пени стимулировало поглощение кальция костной тканью 
в опытах ш уйто. Возможно, эти данные отражают разную 
чувствительность цыплят к витаминам Ди Д.. 

Таким образом, витамин Д не только стимулирует вса- 
сывание кальция в кишечнике, но, по-видимому, оказывает 
также влияние на процессы минерализации костной ткани. 
Однако механизм подобного действия витамина Д еще не 
ясен. 
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Имеются многочисленные литературные данные, свиде- 
тельствующие, что витамин Д при введении его животным 
в больших дозах стимулирует мобилизацию костного мине- 
рала (Сатззоп, 1951, 1954; №со]аузеп, Еед-Гатзеп, 1953). 
Авторы показали, что витамин Д, введенный животным, со- 
державшимся на витамин Д-дефицитной низкокальциевой 
диете, повышает резорбцию костного минерала, о чем суди- 
ли по повышению уровня кальция в сыворотке крови. По- 
добный эффект могут оказывать не только фармакологиче- 
ские, но и физиологические дозы витамина Д (Сат1550п, 
1952). Хотя эти данные в последующем оспаривались (М1- 
сЩоУзКу, 1957), в настоящее время, по-видимому, уже не 
вызывает сомнения факт, что витамин Д прямо или косвен- 
но участвует в регуляции процессов мобилизации костного 
минерала. 

Стимулирующая роль витамина Д в процессах костной 
резорбции проявляется, по-видимому, после преобразова- 
ния молекулы витамина Д в биологически активный мета- 
болит (или метаболиты). Об этом свидетельствуют данные, 
что 25-оксиметаболиты витаминов До, Дз и дигидротахисте- 
риназ (соответственно 25-оксиэргокальциферол, 25-оксихоле- 
кальциферол и 25-оксидигидротахистеринз) являются более 
активными и действуют быстрее, чем сами витамины, в мо- 
билизации костного минерала как при введении их в усло- 
виях ш у1уо, так и в условиях ш уйто (ВГапф а. о%В., 1968; 
Пе Гиса, 1969; Биада а. офН., 1970; Тгиштае! а. офВ., 1971). 
Представляет интерес, что 21, 25-диоксихолекальциферол 
(метаболит витамина Дз) проявляет высокую избирательную 
активность в отношении стимуляции резорбции костного 
минерала, но значительно менее активен в инициации аб- 
сорбции кальция в кишечнике (Би4а а. офВ., 1970), в то вре- 
мя как 25, 26-диоксихолекальциферол оказался неактивным 
в мобилизации минеральных веществ из костной ткани, но 
стимулировал транспорт кальция в кишечнике (Зида а. 
ой., 1970а). При сравнительной оценке эффекта 25-оксихо. 
лекальциферола и 1,25-диоксихолекальциферола в мобили- 
зации минеральных компонентов кости крыс, находивших- 
ся на рационе, дефицитном по витамину Ди Са, было 
обнаружено, что в первые часы после введения диоксимета- 
болита повышение концентрации сыво 
(следовательно, и резорбции костного минерала) происходи- 
ло с несколько большей скоростью, чем после введения ок- 
симетаболита витамина Дз (Тапака, Ое Гаса, 197 1). 

„Таким образом, наблюдается некоторая идентичность в 
действии витамина Д на кишечник и костную ткань: нали- 
чие латентного периода между введением витамина и на- 
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роточного кальция 








позы 








чалом проявления эффекта; трансформация молекулы ви- 
тамина в биологически активные метаболиты до наблюда- 
емого физиологического ответа. Исходя из этих данных 
можно предположить, что механизм действия витамина Д 
на костную ткань может быть связан с влиянием на синте- 
тические процессы биологически активных метаболитов, 
образующихся в организме из витамина Д. Это предполо- 
жение в некоторой степени подтверждается тем, что около 
714Ф радиоактивности ядерной фракции костных клеток ра- 
хитичных цыплят после введения им меченого витамина Дз 
приходится на долю 1,25-диоксихолекальциферола (УМефег 
а. оф®., 1971), а применение актиномицина Д в дозе 0,5 мкг/г 
веса тела за 2 час до введения животным 25-оксихолекаль- 
циферола или 1,25-диоксихолекальциферола подавляет их 
действие на мобилизацию кальция (Тапака, Се Гиса, 1971). 
Кроме того, появились данные о стимулирующем влиянии 
витамина Д на биосинтез РНК, белка и полисахаридов в 
костной ткани рахитичных крыс (Мапкш, Гарр1еПо, 1969). 

В последние годы опубликованы сведения о влиянии ви- 
тамина Д на органические компоненты костной ткани. Эти 
данные свидетельствуют главным образом об изменении 
обмена белков и ферментов, органических кислот, мукопо- 
лисахаридов и липидных компонентов костной ткани как 
при недостаточном, так и при избыточном поступлении ви- 
тамина Д в организм. Эти сдвиги, несомненно, могут оказы- 
вать влияние на метаболизм минеральных компонентов 
костной ткани. 

При Д-витаминной недостаточности наблюдается сни- 
жение содержания лимонной кислоты в кости, в то время 
как введение витамина Д рахитичным животным приводит 
к повышению содержания цитратов и минеральных солей в 
костной ткани. Можно предполагать, что увеличение кон- 
центрации лимонной кислоты в кости при введении вита- 
мина Д, с одной стороны, повышает степень фиксации со- 
лей кальция в костной ткани и тем самым способствует ее 
минерализации. С другой стороны, поскольку лимонная кис- 
лота образует с кальцием растворимый комплекс, можно 
ожидать, что увеличение концентрации цитратов в костях 
способствует растворению минерального компонента и мо- 
билизации кальция из кости в кровь. Однако до сих пор не 
выяснена роль лимонной кислоты в проявлении действия 
витамина Д на метаболизм костной ткани и роль витамина 
Д в обмене цитратов. 

Известно, что более 90 4 органического матрикса кост- 
ной ткани составляет фибриллярный белок коллаген (Роз- 
пег, 1969). Коллагеновые фибриллы образуются до форми- 
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рования кристаллов минеральных солей и оказывают 
влияние на их ориентацию. Волокна коллагена, полимери- 
зованные высокоспецифичным образом в продольном и по- 
перечном направлениях, действуют как катализаторы обра- 
зования центров кристаллизации костного материала. В свя- 
зи с этим представляет интерес, что при Д-витаминной 
недостаточности наряду с нарушением процессов кальци- 
фикации наблюдается замедление биосинтеза и созревания 
коллагена, а введение витамина Д рахитичным крысам при- 
водит к усилению биосинтеза коллагена (Могауа а. о\1., 
1971). 

Другим важным компонентом костной ткани, имеющим 
весьма важное значение в процессе обызвествления, явля- 
ются, по-видимому, мукополисахариды (Касавина и др., 
1970; Корауаз1, 1971). Последние в наибольшем количе- 
стве содержатся в зонах кальцификации как в норме, так 
и при рахите. При экспериментальной Д-витаминной недо- 
статочности наблюдаются значительные сдвиги в обмене 
мукополисахаридов (Н1ег{=' 15%, 1964а, Ъ). Значительное 
увеличение мукополисахаридов в костной ткани при рахите 
связано, по-видимому, с процессом хондрофикации костей. 

Костный матрикс, как известно, содержит значительное 
количество липидов. Кроме того, полученные к настоящему 
времени экспериментальные данные дают возможность 
предполагать, что липидам может принадлежать важная 
роль в процессах кальцификации костной ткани. В связи с 
этим в последние годы рядом исследователей начато изуче- 
ние влияния витамина Д на метаболизм липидов, направ- 
ленное на выяснение механизма действия витамина Д на 
обмен костной ткани. Было показано, что содержание жира 
и витамина Д в диете растущих белых крыс оказывает за- 
метное влияние на состояние костной ткани (Голиков, 
1967), а экспериментальный фосфат-дефицитный рахит У 
крыс сопровождается усилением скорости включения С!- 
пальмитата в липиды срезов эпифизарного хряща; при этом 
биосинтез триглицеридов и фосфолипидов возрастал в 4 ра- 
за по сравнению с контролем (На\у!У1, Вегизфеш, 1969). 
У крыс с Д-витаминной недостаточностью, содержавшихся 
на. диете с адекватным количеством кальция (0,8% ) и фосфо- 
ра (0,4%), существенных изменений в содержании общих 
и отдельных ‘фракций фосфолипидов в эпифизе и метафизе 
большеберцовой кости не было обнаружено, в то время как 
концентрация фосфолипидов в диафизе значительно возра- 
стала. При этом увеличивалось количество общих липидов, 
триглицеридов и жирных кислот в эпифизе и диафизе при 
уменьшении их концентраций в метафизе и увеличении со- 
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СЛатК, 
1971). Исходя из этих данных можно сказать, что не толь- 


держания холестерина в диафизе (табл. 32 )(Сгиез$, 


ко обеспеченность организма витамином Д, но и состояние 


минерального обмена оказывает определенное влияние на 
Таблица 32 


Влияние недостаточности витамина Д на содержание 
липидов (М-Еш) в костной ткани крыс 
(Стиезз, Сатк, 1971) 














Липиды, 
мг!г органи- Недостаточность 
ческой Кость Контроль витамина Д 
фракции 
Общиз ли- |Эпифиз 83,9 +6,1 (10) | 12,0 +10* (10) 
пиды Метафиз | 71,1 +7,2 (9) | 51,2 =4,6* (10) 
Диафиз 7,62+0,92 (10) | 16,4 =1,4* (10) 
Фосфолипи- |Эпифиз 7,90-=0,44 (10) | 8,66-0,32 (10) 
ды Метафиз | 9,49+0,69 (10) | 9,75=0,59 (10) 
Диафиз 1,56+0,14 (10) | 2,38+0,16*(10) 
Холестерин |Эпифиз 3,18=0,21 (9) 3,14+0,20 (9) 
Метафиз | 2,98-=0,25 (9) 3,25=0,36 (9) 
Диафиз 0,484--0,048(8) | 0,947 =0,100*(9) 
Общие жир- |Эпифиз 22,41+2,67 (10) | 24,93+2,56 (9) 
ные кис- |Метафиз | 17,19+2,68 (9) 9,84 + 0,77**(10) 
лоты Диафиз 1,77-0,30 (9) 2,68=0,27**(10) 
Триглицери- |Эпифиз | 2,33 =0,10 (9) | 2,77 =0,21 (9) 





ды Метафиз | 1,57 +0,16 (8) | 1,06 +0,12**(10) 
Диафиз 0,181+0,020(8) | 0,676=0,073*(10) 


Примечание. Животные опытной группы содержались 
на витамин Д-дефицитной диете в течение 4 недель. 
* Р< 0,01; ** Р<0,05. В скобках указано количество жи- 


вотных. 


метаболизм липидов в костной ткани. Полученные результа- 
ты, по мнению авторов, могут указывать на некоторую за- 
держку превращения нейтральных липидов в фосфолипилы 
при недостаточности витамина Д. Однако данный эффект, 
по-видимому, не является первичным. 

Избыточное поступление витамина Д в организм, как 
и при Д-витаминной недостаточности, приводит к значитель- 
ным сдвигам в обмене липидов в костной ткани. Так, при 
длительном введении крысам эргокальциферола в дозе 
30000 МЕ (табл. 38) наблюдается увеличение содержания 
общих липидов, триглицеридов, фосфолипидов, общих и 
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Таблица 33 


Влияние длительного введения витаминов Аи Д› на содержание липидов в костной ткани 
(Сгиезз, С1атЕ, 1965) 


Липиды 


Общие липиды 
Фосфолипиды 
Общие жирные 
кислоты 
Свободйые жир- 
ные кислоты 
Триглицериды 
Общий холесте- 
рин 
Свободный хо- 
лестерин 


мг[г 


9,60 
1,54 


4,21 


2,21 
1,05 


0,51 
0,17 





о о Е ее щы 


Контропь Витамин А Витамин Ло 
т я Е я 2 м 
Ы СВ $ я в в 
88| 58 88| 55 ЕЕ | 58 
Я | 98 | 8 | 9Я | мг Я ся 
Е мг во | вя вон ня 
бра | оН ра | 9 ра ен 
280 | “8 Я | 28 288 | В 
2,96 — 11,47 Эт — 18,80* 4,58* — 
0,46 16,4 1,93 0,68 17,2 4, 42* 2.07% 23,8 
1,39 44,3 4,09*+ | 1,35 |37,1**| 9,71* 2,31* 53,3 
0,69 24,0 2,11 0,70 [19,4 4,16*** 1,07 25,1 
0,21 10,9 0,99 0,32 8,7 2.13% 0,52** | 11,6 
0,15 5,3 0,52 0,17 4,7 0,87* 0,22 4,9 
0,05 1,9 | 0,24 0,08 | 2,1 [0,32 0,08 НС 





Вигамины А. иД» 


мг[г 


16,68 
2,85 


6,75 


2,73 
1,55 


0,80 
0,27 


> 


% от орга- 
нической 
фракции 


4,77 
0,81 


1,94 


0,73 
0,44 


0,23 
0,08 


% от общих 
липидов 


а 
[©] 
> 


40,7 


18,5 
9,4 


5,1 
1,9 


Примечание. Животным в течение 44 дней вводили желудочным зондом витамин 30000 МЕ - 
мин А (15 000 МЕ). *Р< 0,001; **рР< 0,01; ##*Р < 0,025, п. И В 









Влияние длительного введения витаминов А и Д› на содержание липидов в костной ткани 


(Сгиезз, С1атк, 1965) 





Липиды 


Общие липиды 
Фосфолипиды 
Общие жирные 
кислоты 
Свободиые жир- 
ные кислоты 
Триглицериды 
Общий холесте- 
рин 
Свободный хо- 


Таблица 33 

















Контройь Витамин А Витамин Ло Вигамины А иД, 
= Я 1 = яя 

5 Ба & г 5 |: 25 | 

мг/г СВЕ Е: мг[г Е Ее: мг!г ЕЕ ЗЕ мг[г Е 58 
сом вя Бом Ея боя 5-1 Бом ия 

Е | =Е ЕЁ | 8 БЕ | 28 | 24 

зна | 58 ге | Я я 8 я эне | я 

д р Е о 

9,60 | 2,96 — 11,47 3,77 — 18,80* 4,58* — 16,63| 4,77 — 
1,54 | 0,46 16,4 1,93 0,63 17,2 4,42* 1,07* 23,8 | 2,85| 0,81 18,4 
4,21 | 1,39 44,3 4,09** | 1,35 |37,1**| 9,71* 2,37* 53,3 | 6,75| 1,94 40,7 
2,21 | 0,69 24,0 2,11 0,70 |19,4 4,15*** 1,07 25,1 | 2,73| 0,73 18,5 
1,05 | 0,21 | 10,9 | 0,99 0,32 | 8,7 2,13* | 0,52** |_ 11,6 | 1,56] 0,44 9,4 
0,51 | 0,15 5,3 0,52 0,17 4,7 0,87* 0,22 4,9 | 0,80] 0,23 5,1 
0,17 | 0,05 1,9 0,24 0,08 2,1 0,32 0,08 1,7 | 0,27 | 0,08 1,9 


лестерин 


Примечание. Животным в течение 44 


2 бы м М вы 25 5 И 


р 
т, 


) 
а 


ИВ, 
э% 


к 
он 
он 





дней вводили желудочным зондом витамин Д› (30000 МЕ) и/или вита- 
мин А (15000 МЕ). *Р< 0,001; **р< 0,01; ***Рр < 0,025, 


< 
съ я® 

55 < © 
эха а 
3% 5 = < 








свободных жирных кислот и холестерина в костной ткани 
(Стиезз, СЛатк, 1965). Наибольшие сдвиги обнаружены при 
этом во фракции фосфолипидов. Наряду с увеличением со- 
держания фосфолипидов в костях при гипервитаминозе д 
наблюдается повышение скорости включения Р*? в фосфоли- 
пиды (Стгиезз, СЛатк, 1967). При этом не было выявлено из- 
бирательного действия витамина Д на метаболизм отдель- 
ных фракций фосфолипидов (лецитин, лизолецитин, сфин- 
гомиелин и фосфатидилэтаноламин). Количество всех ука- 
занных фракций фосфолипидов увеличивалось приблизи- 
тельно в равной степени. Повышение скорости включения 
РЗ? в фосфолипиды, по мнению авторов, указывает на То, 
что при гипервитаминозе Д увеличивается биосинтез фос- 
фолипидов. Представляет интерес, что при одновременном 
применении высоких доз витаминов А и Д названные сдви- 
ги в обмене костных липидов проявляются в значительно 
меньшей степени (Сгиезз, СЛатк, 1965). 

Таким образом, недостаточное или избыточное поступ- 
ление витамина Д в организм приводит к выраженным из- 
менениям в обмене липидов костной ткани. Возможно, что 
эти сдвиги в некоторой степени ответственны за нарушение 
процесса окостенения при рахите и гипервитаминозе Д, по- 
скольку предполагается, что липиды принимают участие в 
процессах кальцификации костной ткани. Однако механизм 
действия витамина Д на метаболизм липидов, равно как и 
роль липидов в обызвествлении костей, не выяснен. 

В образовании остеоида и резорбции кости, как извест- 
но, важная роль принадлежит клеточным элементам кост- 
ной ткани — остеобластам и остеокластам. Первые содер- 
жат много нуклеиновых кислот, обладают интенсивной син- 
тетической деятельностью и, по-видимому, являются в зна- 
чительной мере ответственными за биосинтез органического: 
матрикса. Остеокласты, синтезируя соответствующие фер- 
менты, принимают активное участие в резорбции костной 
ткани. Однако механизм регуляции костной резорбции и 
костеобразовательного процесса является сложным и до сих 
пор не выяснен. 

Витамин д можно рассматривать в качестве регулято- 
ра названных процессов. В связи с этим представляют инте- 
рес данные, свидетельствующие, что у крысят, содержащих- 
ся на диете без витамина Д, остеобластическое образование 
матрикса снижается на 20 4, а остеокластическая резорбция 
костной ткани повышается на 80% по сравнению с конт- 
рольными животными (ВауШиЕ а. о%%., 1970). Одновременно 
наблюдалось двукратное снижение скорости созревания 
остеоида и начальной минерализации. По мнению авторов, 
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эти нарушения обусловлены замедлением скорости образо- 
вания костного матрикса и ускорением рассасывания кости 
на единицу образующейся или рассасывающейся поверхно- 
сти, а не изменением площади этих поверхностей. Варьи- 
рование скорости образования и минерализации костного 
матрикса коррелирует со снижением концентрации кальция 
в сыворотке крови при недостаточности витамина Д. 

В нормальных условиях у людей существует положи- 
тельная линейная корреляция между объемом остеоида и 
поверхностью костных трабекул, покрытых остеобластами. 
При Д-витаминной недостаточности наблюдается неадекват- 
ное увеличение объема остеоида по отношению к числу 
остеобластов, что приводит к дефекту в минерализации 
костной ткани. Введение витамина Д при этом нормализует 
‘объем остеоида и числа остеобластов и тем самым способст- 
вует нормальной минерализации кости (Е1зВег а. офВ., 1970). 

При Д-витаминной недостаточности у людей (Е1зсйег а. 
офВ., 1970) и экспериментальных животных (ВауЦик а. о{., 
1970) наблюдается усиление скорости остеокластической 
резорбции костной ткани, что, по-видимому, направлено 
на повышенную мобилизацию костного минерала и соот- 
ветственно на нормализацию пониженного уровня кальция 
и/или фосфора в сыворотке крови. Однако в силу недоста- 
точного содержания минеральных веществ в костной ткани 
и замедления всасывания кальция в кишечнике при Д-вита- 
минной недостаточности усиленная остеокластическая фе- 
зорбция кости не всегда приводит к нормализации концент- 
рации сывороточного кальция и фосфора. 

Механизм действия регуляторов образования и резорб- 
ции кости, по-видимому, может быть в значительной степе- 
ни связан с воздействием на активность различных фермен- 
тов, локализующихся в костной ткани. Так, было показано, 
что паратиреоидный гормон активирует аденилциклазу 
(Спазе, АитрасН, 1968а, Ъ). Предполагается, что этот эффект 
гормона приводит к ускорению превращения аденозинтри- 
фосфата в циклический 3’,5’-аденозинмонофосфат, способ- 
ствующий, в свою очередь, синтезу и высвобождению специ- 
‘фических лизосомальных ферментов (МУГеПз, ТЛо1а, 1968), ко- 
торые, по-видимому, индуцируют костную резорбцию (Уаез, 
1968). Последнее подтверждается тем, что в опытах ш уйго 
добавление паратиреоидного гормона или экстракта из око- 
лощитовидных желез к культуре костной ткани приводит 
к быстрому ее рассасыванию, о чем свидетельствует прогрес- 
‘сирующее нарастание в среде кальция, фосфора и оксипро- 
лина. Повышенная резорбция костной ткани сопровождалась 
при этом высвобождением значительных количеств лизосо- 
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‘мальных гидролаз (В-глюкуронидазы, №М-ацетил-В-глюкозами- 
нидазы, В-галактозидазы, кислой дезоксирибонуклеазы, 
кислой п-нитрофенилфосфатазы и катепсинов), которые, ве- 
роятно, индуцируют костную резорбцию, в то время как ще- 
лочная фосфатаза, локализующаяся главным образом в 
местах усиленного костеобразования (МГегзеЧа1, ВауНик, 
1969), отсутствовала в инкубационной среде (Уаез, 1968). 
При этом показано наличие прямой зависимости между вы- 
свобождением лизосомальных гидролаз и выраженностью 
рассасывания костной ткани. 

Тиреокальцитонин тормозит стимулированную парати- 
реоидным гормоном костную резорбцию (Езтзсь, Мипзоп, 
1969). Предполагается, что противоположное эффекту па- 
ратиреоидного гормона действие тиреокальцитонина связа- 
но с активирующим влиянием последнего на фосфодиэсте- 
разу (\еПз, Г1о14, 1968), разрушающую путем гидролиза 
циклический 3’,5’-аденозинмонофосфат, образование кото- 
рого, как было отмечено выше, ускоряется при воздействии 
паратиреоидного гормона на аденилциклазу. 

В связи с изложенным выше интересен тот факт, что 
присутствие витамина Д в условиях ш уЙто наряду с уско- 
рением костной резорбции (Тгиште! а. оф®., 1969) вызывает 
освобождение лизосомальных ферментов из костной ткани 
{Ое Риуеа. о#й., 1962). 

При Д-витаминной недостаточности у цыплят в хряще 
и в новообразованной кости значительно снижается актив- 
ность многих лизосомальных ферментов — 0- и В-Д-глюкози- 
даз, а- и В-Д-галактозидаз, В-Д-глюкуронидазы и гиалурони- 
дазы (Нау!у1, 1971). Однако имеются данные, свидетельст- 
вующие, что на активность лизосомальных ферментов ока- 
зывает влияние не только обеспеченность организма вита- 
мином Д, но и такие факторы, как содержание кальция и 
фосфора в диете и сыворотке крови, функциональное состо- 
яние желез, продуцирующих паратиреоидный гормон и ти- 
реокальцитонин (\Уегёеда1, 1969; УУегве4а1, ВауПпк, 1969, 
1971; Уегеда! а. оф®., 1970). Эти же факторы оказывают 
влияние на костную фезорбцию (Ал, Ва152, 1965; Казтиаззей 
а. ой., 1967 ;Ва1зт, №Мешапи, 1969; ЭфалЁРег а. офВ., 1969). 
Предполагается, что гипокальцемия при Д-витаминной не- 
достаточности, которая вследствие включения системы от- 
рицательной обратной связи приводит к повышенному синте- 
зу паратиреоидного гормона, и гипофосфатемия могут быть 
ответственны за изменения ферментативных активностей в 
костной ткани (У\/егееЧа1, ВауНиК ‚1971). Это предположение 
основывается на обнаруженных авторами данных о сущест- 
вовании определенной корреляции между уровнем сывороточ- 
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ного кальция и фосфора и активностью ферментов в кост- 
ной ткани при Д-витаминной недостаточности. 

Изложенные данные в сочетании с тем фактом, что мно- 
гие лизосомальные ферменты обнаруживаются как в осте- 
областах, так и в остеокластах свидетельствуют о сложности 
установления роли лизосомальных ферментов в проявлении 
действия витамина Д на метаболизм костной ткани. Кроме 
того, недавно было высказано сомнение в отношении гипо- 
тезы о важной роли лизосомальных ферментов в процессе 
костной резорбции (Огипо а. офВ., 1970). 

Костная ткань является мишенью в действии витамина 
Д, паратиреоидного гормона и тиреокальцитонина (Алешин, 
1969, 1970; Бауман, 1969; Брискин, 1971; Пе Гаса, 1967; 
Могтап, 1968; АПарой!Н0$ а. офВ., 1969; Аптрась а. о{., 
1969; НАтвев, Мипзоп, 1969). Взаимодействию этих биоло- 
гически активных соединений принадлежит, несомненно, 
важная роль в регуляции метаболизма костной ткани как в 
нормальных условиях, так и при различных патологиче- 
ских состояниях, в частности при рахите. Выяснение физио- 
логических и биохимических деталей подобного взаимодей- 
ствия представляется в настоящее время довольно сложной 
задачей. Проблема осложняется тем, что механизм действия 
названных соединений в отдельности выяснен еще не пол- 
ностью. Кроме того, костная ткань отличается сложным со- 
ставом в метаболическом плане. В частности, минеральное 
содержимое скелета можно разделить на две части, одна 
из которых является легко обмениваемой фракцией, нахо- 
дящейся в физико-химическом, равновесии с омывающей 
жидкостью, а вторая часть устанавливает с омывающей 
жидкостью медленно регулируемое метаболическое равно- 
весие (Мс Геап, От13$, 1961). Витамин Д, по-видимому, воз- 
действует главным образом на метаболизм легко обмени- 
ваемой фракции, тогда как паратиреоидный гормон взаимо- 
действует с медленно обмениваемой фракцией костной 
ткани (Казшиззеи, 1961). Расшифровка этой сложной си- 
стемы зависит также от выяснения физико-химических и 


биохимических деталей структуры и функции костной тка- 
ни. 


Взаимодействие между витамином Д и гормонами во 


многих отношениях напоминает межгормональную, а не 
витамино-гормональную взаимосвязь. Так, взаимодействие 
витамина Д, паратиреоидного гормона и тиреокальцитони- 
на обеспечивает тонкую регуляцию всасывания, утилизации 
и элиминации таких важных минеральных компонентоз 
организма, как кальций и фосфор. Это также подтверждает- 
ся тем, что витамин Ди паратиреоидный гормон в некото- 


156 








рых отношениях проявляют синергическое действие. В част- 
ности, известно, что высокие дозы витамина Д применяются 
при лечении гипопаратиреоидизма. Следовательно, витамин 
Дв больших дозах в какой-то степени обладает сходным с 
паратиреоидным гормоном действием. Самое интересное в 
их взаимодействии то, что присутствие витамина Д является 
необходимым условием для проявления физиологического 
эффекта паратиреоидного гормона (Нагт1з0п а. оф., 1958; 
Казшиззеп а. офВ., 19683; Вазшиззеп, Кеша, 1971). Авто- 
ры обнаружили, что паратиреоидэктомия или введение па- 
ратиреоидного гормона не оказывает влияния на концентра- 
цию сывороточного кальция у витамин Д-дефицитных крыс. 
При этом концентрация сывороточного фосфора повышалась 
у паратиреоидэктомированных животных, но данный эф- 
фект блокировался предварительным введением паратире- 
оидного гормона. 

Исходя из этих данных авторы приходят к предположе- 
нию, что для проявления стимулирующего эффекта парати- 
реоидного гормона на мобилизацию костного минерала не- 
обходимо присутствие витамина Д. Кроме того, было пока- 
зано, что для проявления действия паратиреоидного гормо- 
на на мобилизацию костного минерала необходимо лишь 
незначительное количество витамина Д (0,3 МЕ или 0,0075 
мкг на крысу). В связи с этим следует подчеркнуть необхо- 
димость длительного содержания экспериментальных жи- 
вотных на диете с высокой степенью очистки от витамина Д 
для создания истинной Д-витаминной недостаточности в 
исследованиях, направленных на выяснение роли витами- 
на Д в действии паратиреоидного гормона. 

Нечувствительность костной ткани к паратиреоидному 
гормону при Д-витаминной недостаточности была выявлена 
также в клинических исследованиях у детей (Фопх1з, 1961; 
З+еепайк, 1964) и у взрослых людей (Вегпзбеш а. оф®., 1962). 
Исходя из этих данных о взаимоотношении паратиреоидно- 
го гормона и витамина Д роль последнего можно расцени- 
вать как пермиссивное (разрешающее) действие в отноше- 
нии проявления эффекта паратиреоидного гормона на кост- 
ную ткань. 

Витамин Д, по-видимому, необходим для проявления 
действия паратиреоидного гормона не только на костную 
ткань, но и на некоторые биохимические процессы. Так, бы- 
ло показано, что витамин Ди паратиреоидный гормон ока- 
зывают синергическое действие в отношении стимуляции 
высвобождения кальция из изолированных печеночных и 
почечных митохондрий, но при этом эффект паратиреоид- 
ного гормона проявлялся только в присутствии витамина д 
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(Ре Таса а. офЪ., 1962; ЗаШз а. офВ., 1963). Однако парати- 
реоидный гормон стимулировал аккумуляцию фосфатов и 
при отсутствии витамина Д. : 

Следует также отметить, что имеются данные, свидетель- 
ствующие об отсутствии указанного, пермиссивного эффек- 
та витамина Д в отношении действия паратиреоидного гор- 
мона. По мнению Нег{4аепау, Тау1ог (1960), эффект паратире- 
оидного гормона на концентрацию сывороточного кальция 
проявляется независимо от обеспеченности витамином Д. 
Подобные данные были получены несколько позднее в экс- 
перименте на мышах и крысах (№1ср015 а. офй., 1963; Тоуе- 
гид, 1964). Так как для действия паратиреоидного гормона 
на содержание сывороточного кальция требуется лишь не- 
значительное количество витамина Д, предполагается воз- 
можность, что в этих исследованиях были использованы 
животные с неполной Д-витаминной недостаточностью, в: 
связи с чем пермиссивное действие витамина Д не было вы- 
явлено (Казтиззеп а. оё., 1963; Ое Гиса, 1967). 

Было показано, что тиреокальцитонин снижает концен- 
трацию кальция и фосфора в сыворотке крови крыс с Д- 
витаминной недостаточностью, а гиперфосфатемия, вызван- 
ная паратиреоидэктомией, частично устраняется введением 
тиреокальцитонина как у рахитичных животных, так и у 
крыс, получавших витамин Д (МогИ, Бе Гиса, 1967). Тирео- 
кальцитонин в отличие от паратиреоидного гормона, по-ви- 
димому, не нуждается в присутствии витамина Д для про- 
явления характерного эффекта на костную ткань (Еуапзов 
а. офв., 1966; ЗоНтап, Мас Тафуге, 1966; Мокги, Ре Глса, 
1967). 

При недостаточности витамина Д, как известно, нару- 
шается всасывание кальция в кишечнике и наступает гипо- 
кальцемия. Околощитовидные железы отвечают на это 
нарушение гомеостаза кальция гиперплазией и повышением 
секреции паратиреоидного гормона, который в нормальных 
условиях оказывает гиперкальцемический эффект главным 
образом путем мобилизации кальция из костной ткани в 
кровь. Однако, несмотря на повышенное образование па- 
ратиресидного гормона, последний не способен поддержи- 
вать нормальную концентрацию сывороточного кальция 
при рахите. Возможно, это обусловлено тем, что при Д-ави- 
таминозе паратиреоидный гормон не способен стимулиро- 
вать костную резорбцию, т. е. развитием так называемого- 
«функционального гипопаратиреоидизма» (Вегпзфет а. оф®., 
1962). Кроме того, повышенная секреция паратиреоидного 
гормона при рахите приводит к повышенной потере фосфа- 
тов с мочой, поскольку этот гормон проявляет характерныйе 
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фосфат-диуретический эффект и в отсутствии витамина д. 
Уменьшение всасывания кальция и вторично фосфора в ки- 
шечнике, повышенная потеря фосфатов с мочой и неспособ- 
ность паратиреоидного гормона поддерживать нормальную 
концентрацию этих минералов в крови при авитаминозе д 
приводит к снижению константы (СаЖР) в крови и соответ- 
ственно к нарушению минерализации костной ткани и 
уменьшению содержания в ней минеральных компонентов. 
Хотя изложенные выше экспериментальные исследова- 
ния подтверждают гипотезу о пермиссивной роли витами- 
на Д в действии паратиреоидного гормона, по-видимому, 
нельзя исключить роль костных нарушений при Д-витамин- 
ной недостаточности в оценке данных относительно взаимо- 
действия этих физиологически активных соединений. В част- 
ности, рахитичная кость плохо минерализована, а поверх- 
ность ее покрыта некальцинированным костным матрик- 
сом. В связи с этим некоторые исследователи предполага- 
ют, что витамин Д не оказывает непосредственного влияния 
на активность паратиреоидного гормона и контролируемые 
им процессы в костной ткани. Неспособность паратиреоид- 
ного гормона поддерживать нормальную концентрацию сы- 
вороточного кальция при Д-витаминной недостаточности 
связана с плохой минерализацией кости, вследствие чего 
количество кальция, освобождаемое при ее резорбции под. 
влиянием паратиреоидного гормона, значительно меньше, 
чем в норме, и недостаточно для нормализации пониженно- 
го уровня сывороточного кальция (Бауман, 1968, 1969; 
Ап, ВКа!з2, 1967). Это подтверждается тем, что введение па- 
ратиреоидного гормона витамин Д-дефицитным крысам с 
типокальцемией не приводит к повышению концентрации 
кальция в сыворотке крови, но этот гормон оказывает ги- 
перкальцемический эффект в том случае, если названным 
крысам предварительно вводили хлорид кальция или лак- 
тозу (Аи, Ва1зх, 1967). По мнению авторов, предварительное 
введение животным хлорида кальция или лактозы способ- 
ствует минерализации кости и повышению содержания в 
ней солей кальция, вследствие чего проявляется характер- 
ный гиперкальцемический эффект паратиреоидного гормо- 
Е Таким образом, суммируя изложенное, можно отметить, 
что витамин Д является, по-видимому, одним из регулято- 
ров метаболизма костной ткани. В частности, витамин Д 
оказывает определенное влияние на процессы как образо- 
вания, так и резорбции костной ткани. Однако механизм 
подобного эффекта витамина Д до сих пор не выяснен. Мы 
также не можем ответить на вопрос, принимает ли витамин 
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Д непосредственное участие в метаболизме костной ткани 
или его роль в регуляции названных процессов является 
вторичной, зависимой от действия данного витамина на 
уровне кишечника. 

Важная роль в регуляции гомеостаза кальция и фосфора 
и метаболизма костной ткани принадлежит взаимодействию 
витамина Д, паратиреоидного гормона и тиреокальцитонина. 
Благодаря этому взаимодействию в нормальных условиях 
в организме осуществляется тонкая регуляция процессов 
всасывания в кишечнике, утилизации и элиминации важ- 
нейших минеральных компонентов организма в целом и 
костной ткани в частности — солей кальция и фосфора. 
Сдвигам в функциональной активности околощитовидных 
желез и ультимобранхиальных желез, продуцирующих со- 
ответственно паратиреоидный гормон и тиреокальцитонин, 
принадлежит, по-видимому, важная роль в патогенезе кост- 
ных нарушений как при недостаточном, так и избыточном 
поступлении витамина Д. 








Глава УТ 


ТОКСИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ 
ВИТАМИНА Д 


Заболевание, известное в настоящее вре- 
мя под названием Д-гипервитаминоза, вошло в медицин- 
скую и ветеринарную практику в конце 20-х годов ХХ в. 
Появление его было связано исключительно с широким про- 
изводством и практическим применением концентрирован- 
ных препаратов витамина Д, обладающих весьма высокой 
биологической активностью. Первые сообщения о тяжелых 
отравлениях, наблюдаемых при клиническом применении 
препаратов облученного эргостерина, появились уже в 
1928 г. С этих пор изучение механизма развития Д-гиперви- 
таминоза и методов его терапии занимает важное место в 
области фармакологии витамина Д. Актуальность данного 
вопроса явилась причиной большого числа эксперименталь- 
ных и клинических исследований, описанных как в отече- 
ственной, так и в зарубежной литературе. 

Можно назвать следующие основные факторы, обуслов- 
ливающие возникновение, развитие и частоту Д-витаминной 
интоксикации. 

1. Чрезвычайно высокая биологическая активность ви- 
тамина Д и относительно малая Физиологическая потреб- 
ность в нем. 

2. Сравнительно невысокая скорость инактивации и эли- 
минации витамина Д из организма. 

3. Широкое применение концентрированных препара- 
тов витамина Д в медицинской и сельскохозяйственной 
практике и недостаточная осведомленность населения о 
высокой токсичности данного витамина. 

По-видимому, следует еще указать на недостаточно обо- 
снованное назначение высоких доз витамина Д для профи- 
лактики и терапии рахита, что еще случается в практиче- 


11—90 161 


ской работе. В частности, известны так называемые «удар- 
ные дозы» и ‹уплотненные» курсы применения витамина д 
по 600000 МЕ и более, в то время как суточная физиологи- 
ческая потребность детей в витамине Д составляет по дан- 
ным различных авторов 200—600 МЕ, а однократный при- 
ем его в дозах 300 000—600 000 МЕ может вызвать у детей 
серьезные побочные явления. 

Нужно отметить также, что высокие дозы витамина Д ис- 
пользуются в качестве лечебного средства при витамин д- 
резистентных рахитоподобных заболеваниях, туберкулезной 
волчанке, гипопаратиреозе, раке легкого и лимфогра- 
нуломатозе, врожденном вывихе бедра, остеопорозе, осгео- 
маляции и других заболеваниях. Терапия этих патологиче- 
ских состояний витамином Д вследствие применения послед- 
него в высоких дозах сопровождается во многих случа- 
ях скрытыми или выраженными признаками Д-витаминной 
интоксикации. 

В отдельных случаях Д-витаминный токсикоз наступает 
при применении витамина Д в небольших дозах, близких 
к физиологической потребности нормального организма. 
Данные состояния, по-видимому, являются генетически обу- 
словленными и характеризуются повышенной чувствитель- 
ностью к витамину Д. По мнению некоторых исследователей, 
в основе «идиопатической гиперкальцемии» и суправальву- 
лярного стеноза аорты лежит повышенная чувствительность 
к витамину Д. 

Библиография по вопросам Д-гипервитаминоза доволь- 
но обширная. Кроме того, во многих случаях легкие формы 
токсикоза остаются нераспознанными в силу или относи- 
тельно легкой переносимости или отсутствия характерных 
симптомов. По мнению многих специалистов, заболеваемость 
Д-гипервитаминозом довольно высокая, особенно в детском 
возрасте. 

Результаты многочисленных экспериментальных и кли- 
нических исследований свидетельствуют о далеко идущих 
последствиях даже легких форм Д-гипервитаминоза. Это 
обусловлено значительной стабильностью морфологических 
изменений, возникающих при Д-витаминной интоксикации, 
которые выражены главным образом в виде косгных нару- 
шений и патологической кальцификации мягких тканс:! без 
видимых нарушений или с изменением их функций в той 
или иной форме. 

Следовательно, изучение токсического действия витами- 
на Д имеет, прежде всего, непосредственную практическую 
ценность. Исследование данного вопроса тесно взаимосвя- 
зано также с выяснением механизма физиологического дей- 
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ствия витамина Д. Кроме того, Д-гипервитаминоз является 
хорошей модельной системой для изучения некоторых па- 
тологических состояний. В частности, высокие дозы витами- 
на Д используются в качестве модели для изучения меха- 
низма возникновения и развития сосудистых заболеваний, 
протекающих со склеротическими изменениями, почечно- 
каменной болезни, остеомаляции и остеопороза. 

Долгое время изучение Д-гипервитаминоза носило в ос- 
новном описательный характер. Это привело к тому, что в 
настоящее время уже известны основные клинические при- 
знаки и патоморфологические изменения при данной пато- 
логии. Однако биохимические процессы, лежащие в осно- 
ве Д-гипервитаминоза далеко еще не выяснены, но стали 
предметом интенсивных исследований в последние годы. 

Несмотря на актуальность проблемы, в настоящее вре- 
мя нет подробных обзоров и монографий по Д-гипервита- 
минозу. В связи с этим мы сочли целесообразным осветить 
не только теоретические стороны проблемы, но и некоторые 
вопросы, касающиеся клиники и диагностики Д-гипервита- 
миноза. 


Некоторые вопросы патогенеза, 
клиники и диагностики 
Д-гипервитаминоза 


Условия возникновения Д-и- 
первитаминоза. Граница между терапевтическими и 
токсическими дозами витамина Д не установлена. По мне- 
нию многих исследователей, Д-витаминная интоксикация 
возникает лишь при значительной передозировке витамина 
Д. Так, по данным А. Ф. Тур (1966), явления гипервитами- 
ноза Д у детей развивались после приема 4000 000 МЕ и бо- 
лее витамина Д. Имеется ряд рекомендаций (Тур, 1965, 
1966), что курсовые дозы витамина Д (до 600000— 
1000000 МЕ), назначаемого дробно, не вызывают гиперви- 
таминоза. Однако в литературе описаны данные, что и 
менышие дозы витамина Д способны вызвать явления инто- 
ксикации. При назначении повторного профилактического 
курса в 600 000 МЕ витамина Д детям в возрасте 6—8 меся- 
цев у них наблюдалась гиперкальцемия, гиперхолестерине- 
мия, гиперкальцийурия и снижение активности щелочной 
фосфатазы (Белкина, 1964). В дозе 50 мг (2 000000 МЕ) и 
более витамин Д вызывает, по некоторым данным, тяжелую 
интоксикацию. Летальные исходы наблюдались при приеме 
0,5—1,5 г (20000 000—60 000000 МЕ) и более витамина Д 
(Ва2стка, 1953). В то же время имеются данные, что при 
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соответствующем лечении и гораздо большие дозы витами- 
на Д (120000000 МЕ) не вызывают жизненно важных сдви- 
гов (Шевлягина, 1965). 

Многие исследователи придерживаются мнения, что у 
экспериментальных животных гипервитаминоз Д развива- 
ется при превышении потребности организма в нем в 
1000—4000 раз. Однако и в экспериментальных условиях 
не установлены четкие границы между терапевтической, 
токсической и летальной дозами витамина Д. Возможно, 
это связано с тем, что чувствительность к витамину Д за- 
висит не только от дозы последнего, но от ряда других при- 
чин. 

Одним из решающих условий в возникновении гиперви- 
таминоза Д является отсутствие дефицита витамина Д вор- 
ганизме до принятия этого витамина (Хвуль, Лукьянова, 
1965). В нормальном организме гипервитаминоз Д развива- 
ется быстрее, чем при наличии рахита. Однако назначение 
чрезмерно высоких доз витамина Д на фоне его недостаточ- 
ности также может привести к интоксикации. 

Различные отклонения от сбалансированного питания 
могут быть причиной повышенной чувствительности орга- 
низма к витамину Д. Большую роль играют количество 
кальция и фосфора, поступающего с пищей, и соотношение 
Са/Р. Высокое содержание кальция в диете при назначении 
повышенных доз витамина Д увеличивает чувствительность 
ребенка к данному витамину (Белкина, 1966). 

Гипервитаминоз Д развивается как при однократном, так 
и при длительном применении витамина Д в высоких до- 
зах. Однако более выраженные сдвиги наступают при дроб- 
ном введении препарата. 

Результаты исследований, п 
сах, свидетельствуют, 


ь организма к высоким до- 
1970). В частности, у небе- 
витамин Д. в суточной дозе 
людалось значительное уве- 


зам витамина Д (Огпоу, МеЪе|, 
ременных крыс, получавших 
40 000 МЕ в течение 11 дней, наб 


ние и качество препарата. Частота и выраженность гипер- 
витаминоза при применении видеина (комплекс витамина 
с казеином) значительно меньше, чем при введении равного 
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количества витамина Д› на спирту (Хвуль, Лукьянова, 1965). 
О малой токсичности видеина для детей свидетельствуют 
также результаты недавних исследований (Студницин, Мас- 
лов, 1970). Данные экспериментальных исследований на 
обезьянах показывают различный характер токсического 
действия витаминов Д› и Дз (Нии% а. о%%., 1969). Авторы об- 
наружили значительное повышение концентрации кальция 
в сыворотке всех животных, получавших витамин Дз в су- 
точной дозе 50 000—100000 МЕ, и отсутствие существен- 
ных изменений в содержании кальция и фосфора в сыворот- 
ке обезьян, которым вводили витамин До. Количество азота 
в моче повышалось у всех животных, получавших витамин 
Дь, и не отличалось от нормы у обезьян, диета которых со- 
держала витамин Д.. 

Чувствительность организма к высоким дозам витами- 
на Д зависит от возраста, веса, состояния желудочно-кишеч- 
ного тракта, состава пищи и некоторых других Факторов 
(Струков, 1967). Белковое голодание, гиповитаминозы А, В 
и С уменьшают терапевтическую эффективность витамина 
Д и повышают чувствительность организма к его высоким 
дозам. Многочисленные клинические и экспериментальные 
исследования показывают, что при прочих идентичных ус- 
ловиях имеется различие в индивидуальной чувствительно- 
сти организма к токсическим дозам витамина Д. 

Клинические проявления Д-тгипервитами- 
ноза. Чрезмерно большие дозы витамина Д (несколько 
миллионов МЕ), принятые однократно или в течение корот- 
кого промежутка времени (несколько суток), вызывают 
острое отравление. Клинические проявления острого Д-ги- 
первитаминоза развиваются через 1—8 суток после приема 
витамина Д (Волоховская, 1960; Шевлягина, 1965; Шевля- 
гина и др., 1968). В картине заболевания на первое место 
выступают явления со стороны центральной и вегетативной 
нервной системы, сердечно-сосудистой системы и почек, на 
второй план отходят нарушения функции органов пищева- 
рения, хотя они также проявляются достаточно рельефно 
(Шевлягина, 1965). 

Длительное применение высоких доз витамина Д приво- 
дит к развитию хронического Д-гипервитаминоза. Харак- 
терными симптомами являются общая слабость, вялость, 
потеря аппетита, жажда, боли в животе, тошнота, рвота, 
поносы и запоры. Во многих случаях наблюдается отложе- 
ние кальция в конъюнктиве (Ноу\ага, Меуег, 1948; Назз а. 
офр., 1958; Бфааег а. о®., 1962) и признаки конъюнктиви- 

та (Ва2Астка, 1953). Гипервитаминоз Д проявляется общей 
интоксикацией организма с нарушением минерального, бел- 
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кового, углеводного и липидного обменов. Больные страда- 
ют упорной анорексией, теряют в весе и в тяжелых случаях 
доходят до резкой астении. Анорексия при Д-гипервитами- 
нозе объясняется накоплением в крови лимонной кислоты 
(Лавров и др., 1963; Лавров, Терентьева, 1965), которая, 
по-видимому, оказывает тормозящее действие на пищевой 
центр в соответствии с метаболической теорией аппетита 
(Уголев, Кассиль, 1961). 

Многие исследователи отмечают сходство картины 
гипервитаминоза Д у людей и у экспериментальных живот- 
ных. Характерными признаками — Д-гипервитаминоза 
У экспериментальных животных являются задержка 
и падение веса тела, вялость, заторможенность, апатич- 
ность, облысение, кровоизлияние вокруг глаз, отказ от 
еды, диспептические явления (Лавров, Терентьева, 1963; 
Блажеевич, 1969; Чуваев, 1969; Покровский и др., 1971; 
СИ!тап а. офВ., 1960). В опытах на крысах при пятидневном 
введении последним витамина До в суточной дозе 150000 
МЕ/кг веса тела было обнаружено, что интенсивная потеря 
веса начинается с восьмого дня после первого введения ви- 
тамина (СШтап а. офВ., 1960). Тяжелое состояние и высокая 
смертность наблюдались на 11—15 день после начала вве- 
дения витамина. Было показано также, что потеря веса 
Д-гипервитаминозных животных происходит главным об- 
разом вследствие недостаточного потребления пищи. 

Как при остром, так и при хроническом гипервитамино- 
зе Д самыми частыми и характерными симптомами явля- 
ются нарушения функций почек. При несвоевре- 
менной диагностике и терапии тяжелых отравлений вита- 
мином Д чаще всего почечная недостаточность приводит 
к летальному исходу (Тур, 1966; Вт1еез, 1961; З+аает а. офВ., 
1962). На фоне нарастающей интоксикации появляются 
симптомы почечной недостаточности в виде полидипсии, по- 
лиурии, изостенурии, альбуминурии, цилиндрурии, аце- 
тонемии и азотемии. Обильное мочеиспускание и частая 
рвота приводят к резкой дегидратации организма. Нередко 
появляются симптомы, характерные для  пиелоне- 
фрита: пиурия, гематурия, протеинурия и др. (Пляскова, 
1967). При этом наблюдается нарушение функций клубоч- 
кового и канальцевого аппарата (особенно проксимального 
отдела канальцев) с понижением концентрационной способ- 
ности почек и уменьшением клубочковой фильтрации. При 
остром отравлении витамином Д выявляется зависимость 
изменений почечной гемодинамики от времени, прошедше- 
го с момента интоксикации (Шевлягина и др., 1968). В пер- 
вые две недели отмечаются резкие нарушения Функций 
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всех отделов нефрона с преобладанием поражения каналь- 
цевой функции. 

Раньше всего нормализуется клубочковая фильтрация, не- 
сколько медленнее — почечный плазмоток. Характерно, 
что в большинстве случаев превалирует поражение каналь- 
цев. Даже при исследовании через 8 месяцев после отравле- 
ния максимальная канальцевая секреция оставалась пони- 
женной в 2 раза (Шевлягина, 1965). При наблюдении пере- 
болевших детей в течение 5—7 лет установлено, что почеч- 
ные поражения часто носят хронический характер. 

Нарушения со стороны сердечно-сосуди- 
стой системы также характерны для Д-гипервитами- 
ноза. Они проявляются в виде тахикардии, иногда аритмии, 
приглушения сердечных тонов, систолического шума, изме- 
нений ЭКГ и повышения кровяного давления (Волоховская, 
1960; Пляскова, 1966, 1967; Б+ааег а. офВ., 1962; Гиса, Ее- 
ти=По, 1964). Иногда гипервитаминоз Д может протекать 
атипично, без характерных симптомов интоксикации и зна- 
чительной гиперкальцемии, но с поражением сердечно-сосу- 
дистой системы и гипертонией (Пляскова, 1966). Автор на- 
блюдала 25 детей грудного возраста с гипервитаминозом Д», 
У которых были обнаружены изменения со стороны сердеч- 
но-сосудистой системы. У некоторых из них заболевание про- 

текало с нарушением кровообращения П степени. 

По мнению авторов, в происхождении части так назы- 
ваемых идиопатических миокардитов ведущую роль игра- 
ет гипервитаминоз Д. На ЭКГ детей с поражением сердца на 
почве гипервитаминоза Д выявляется расширение комплек- 
са 9ВЗ$ до 0,06—0,08 сек, РФ — до 0,14—0,18 сек, зубец Т, 
сглазкенный во всех отведениях, двухфазный в У. (Пляско- 
ва, 1966; Маркович, 1969; Глса, ЕКегаг|о, 1964). По-видимо- 
му, эти нарушения являются отражением комплекса обмен- 
ных и морфологических сдвигов, вызванных гипервитами- 
нозом Д. Клинические и электрокардиографические изме- 
нения со стороны сердечно-сосудистой системы обнаружива- 
ются не только в период интоксикации витамином Д, но и 
через 5—7 лет после заболевания, что может свидетельст- 
зовать о наличии серьезных морфологических поражений. 
Гипертония при гипервитаминозе Д, по-видимому, имеет по- 
чечное происхождение. Повышение кровяного давления 
‘наблюдается и у животных, получающих токсические дозы 
витамина Д (Ефимова, 1959). Экспериментальная Д-витамин- 
ная гипертония у собак и кроликов сопровождается харак- 
терными изменениями глазного дна: наблюдается нечет- 
кость границ соска зрительного нерва, сосуды становятся 
извитыми, артерии — узкими. Наблюдения в течение пяти 
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лет показали, что у животных, перенесших Д-витаминную ин. 
токсикацию, имеет место периодическое повышение кровя- 
ного давления в течение всего периода исследования (Ефи- 
мова, 1959). 

Со стороны крови при гипервитаминозе Д могут 
наблюдаться следующие сдвиги: гиперкальцемия, гипер- 
фосфатемия, ацидоз, эритроцитопения, диспротеинемия, 
повышение остаточного азота крови, повышение содержания 
лимонной кислоты, гиперхолестеринемия, понижение актив- 
ности щелочной фосфатазы (Волоховская, 1960; Белоборо- 
дова, Кедо, 1961; Вишневский, 1967; Пляскова, 1965, 
1966, 1968; Шевлягина и др., 1968; Зфааег а. оф., 1962). 
Нужно отметить, однако, что, по мнению некоторых иссле- 
дователей, при Д-гипервитаминозе наблюдается и гипофос- 
фатемия (Якубчик, Зингер, 1960; Пляскова и др., 1962; 
Спиричев и др., 1969), а активность щелочной фосфатазы 
колеблется в широких пределах (Вишневский, 1965). Анемия 
при гипервитаминозе Д в большинстве случаев носит гипо- 
хромный характер (Волоховская, 1960; Белобородова, Ке- 
до, 1961; Вишневский, 1965; Пляскова, 1968). В экспери- 
менте на крысах было показано (Спиричев и др., 1968), что 
токсические дозы витамина Д› оказывают подавляющее 
действие на эритропоэтическую функцию красного костно- 
го мозга, с чем, по-видимому, и связана эритроцитопения 
при гипервитаминозе Д. Кроме того, как в клинических 
(Пляскова, 1968), такив экспериментальных условиях 
(Блажеевич, Спиричев, 1966; Спиричев, Блажеевич, 1968) ток- 
сические дозы витамина Д повышали аденозинтрифосфатаз- 
ную активность и снижали стабильность эритроцитарных 
мембран. Гемолитическое действие токсических доз витами- 
на Д авторы объясняют воздействием на липидный состав 
липопротеидной оболочки. 

Уже в ранних описаниях Д-типервитаминоза отмечают- 
ся различные нарушения со стороны нервной 
системы. Эти сдвиги, вызванные токсическими дозами 
витамина Д, отражаются на деятельности как центральной, 
так и периферической нервной системы. Наиболее частыми 
симптомами являются вялость, заторможенность, малопод- 
вижность, сонливость, апатия, которые могут сменяться 
беспокойством, раздражительностью и бессоницей (Пляско- 
ва и др., 1962; Коварская, 1965; Вишневский, 1967; Вноев, 
1961; Ро]пчегз Е, 1965). Периоды беспокойства у детей с Д- 
гипервитаминозом сочетаются с напряжением и пульсаци- 
ей родничка (Пляскова и др., 1962), что дало возможность 
предполагать о повышении внутричерепного давления. На- 
рушения со стороны центральной нервной системы часто 
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обнаруживаются уже в начальные периоды Д-витаминной 
и 4 и предшествуют соматическим симптомам 
(Зуева, 1965; Пошмегз К, 1965). В тяжелых случаях может 
наблюдаться нарушение сознания с клонико-тоническими 
судорогами. Расстройства со стороны периферической нерв- 
ной системы при гипервитаминозе Д могут быть выражены 
в виде парестезий, периферических невритов и полиневри- 
тов (Рассолова, 1964; Зфадег еф а1., 1962). Последствиями 
перенесенного Д-гипервитаминоза у детей могут быть нару- 
шения локомоторных функций, задержка развития речи и 
умственного развития (Вишневский, 1967). Тяжелая Д-ви- 
таминная интоксикация, перенесенная в период беременно- 
сти, может оказывать в последующем неблагоприятное вли- 
яние на умственное развитие потомства. В подобных ситу- 
ациях описаны случаи микроцефалий с проявлениями 
нанизма. Это связано, по-видимому, не только с обменными 
нарушениями в организме матери при Д-гипервитаминозе, 
но и с проникновением витамина Д черед плаценту от ма- 
тери к ребенку. Возможность подобного транспорта витами- 
на Д и его метаболически активной формы — 25-оксихоле- 

кальциферола через плаценту и депонирование витамина д 

в плаценте уже установлены (Лукьянова, Вендт, 1965; 

Наддаа а. о{®., 1971). 

У экспериментальных животных при гипервитамино- 
зе Д также наблюдаются различные расстройства нервной 
деятельности, выражающиеся в виде заторможенности, ка- 
талепсии, сонливости, ослабления условно-рефлекторных 
реакций (Зевальд, 1958; Ефимова, 1959). 

Диагностика Дтгипервитаминоза часто свя- 
зана с большими затруднениями, поскольку внешние симп- 
томы интоксикации бывают часто или недостаточно специ- 
фичными, или преходящими. При наблюдении 36 случаев 
гипервитаминоза Д у грудных детей правильный и своевре- 
менный диагноз был поставлен только в одном случае (Виш- 
невский, 1965). Это создает необходимость учета не только 
клинических симптомов заболевания, но и проведение раз- 
личных биохимических тестов. В таблице 34 представлены 
различные признаки острой и хронической Д-витаминной 
интоксикации у детей. 

По мнению большинства исследователей, одним из наи- 
более характерных признаков Д-гипервитаминоза является 
гиперкальцемия. Определение концентрации кальция в сы- 
воротке крови для диагностики гипервитаминоза Д важно 
особенно в начальный период заболевания (первые две. 

поскольку в последующем наблюдается нормализа- 
ания кальция в крови. Гиперкальцемия в боль- 
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недели), 
ция содерж 


Таблица 34 


Основные признаки Д-витаминной интоксикации у детей 
(Пляскова, 1967) 


Е ВНЕ ии 


Оцениваемый Хроническая 
Острая интоксикация ОВОЩИ 


показатель 


2 3 


Доза спиртово-| По 8—10 капель — 0,5 чай-| По 2—4 капли и 
то раствора вита-|ной ложки в течение 2 не-|больше в течение 5—8 
мина Д» дель — 2,5 месяцев месяцев, часто в сочета- 

нии с рыбьим жиром 

Степень токси- П— Ш степени Т степень 

коза 

Рвота Частая, 2—3 раза в день, Нечастая, 1—2 раза 

иногда бесчисленное количе-|в день, 2—3 раза в не- 
ство раз делю 
Аппетит Полностью отказывается от| Понижен 
еды, но пьет охотно 

Стул Задержан, после клизмы| Обыкновенный или 
может быть жидкий до 4—5| запор 
раз в сутки 

Вес Потеря в весе: за 1—2 не-| Остановка в нараста- 

дели на 300—500 г и больше| нии веса 

Лицо Осунувшееся, глаза обведе- Бледное 

ны тенями, скучные 

Цвет кожи Бледно-серый, часто с жел- Бледный 

товатым оттенком 

Состояние сер- Тоны сердца приглушены,| Расширение левой 
дечно-сосудистой |систолический шум у груди- границы, непостоянный 

системы ны в третьем и четвертом|систолический шум 
межреберьях 

Печень и селе- Значительное  увеличение| Незначительное уве- 

зенка печени (3,5—4 см), может личение печени, но мо- 
быть увеличение селезенки|жет и не быть 
(1,5—2 см) 
Кровяное давле-| Гипертония, А/Д 120/180—| Гипертония 
ние 130/80 
Изменения в Белок от следов до 0,1%., Белок от следов до 
‘моче пиурия, единичные гиалино-|1,64ф., пиурия, соли, 
вые и зернистые цилиндрыединичные свежие эрит- 
микрогематурия — свежие |роциты, цилиндры 
эритроциты 
:: Е 14—19,29 мг% а мгф, из- 
ка 10 мг 
Р сыворотки 2,1—4,8 мг 56 мг ты 
крови 
экг Расширение комплекса| Расширение комплек- 
@К5 до 0,07—0,08, но может са @ВЗ до 0,07—0,08, 
быть и нормальная низкий зубец Т в груд- 
ных отведениях 
Сахарные кри- Нарушена гликогенообразо-| Низкий коэф. Боду- 
зые вательная функция печени, эна (15—20%) 
коэф. Рафальского > 
Холестерин сы-| Возможно кратковременное 
воротки крови повышение, максимально 
298,5 мг 





ты бы 


1 | 2 | 3 


ИЕ. „Л. атас На. эр Акт. ВНИИ 


Остаточный Изредка ‘умеренное повы- 
‘азот шение до 37 мгф 

Сывороточный Увеличение уровня белка 
белок до 7,5—8,5 г ф за счет гло- 

булинов 
_ Трансаминаза. Нормальная или незначи- Увеличение до 118— 
ТШТ и ГПТ о увеличение, до 77,5—|157 ед., изредка 232 ед. 
ед. 


Жостная ткань Обычной плотности, изред- Повышенной плотно- 
ка могут быть участки осте-|сти, на рентгенограмме 
опороза, краниотабес, полос-| отмечается избыточное 
ки склероза в ростковой зоне| отложение извести в 

диафизах кости 

Нервная систе- Вялость, апатия, адинамия,| Возбужденность, пло- 

ма сонливость, повышенная пот-|хой сон 
ливость 


1пинстве случаев сопровождается гиперкальциурией. Поэто- 
му в практической работе врачей для диагноза гипервита- 
миноза Д важна проба Сулькевича. (Тур, 1966), как легко 
и быстро выполняемая процедура (Реактив Сулькевича: 
Ас. оха|с! стузбаИзан— 2,5, Ашота охаНс1— 2,5, Ас. асе- 
+1с1—5 мл., Адцае ЧезиПафа — аа 150 мл). Реактив Сульке- 
вича смешивают с двойным количеством мочи, у здоровых 
сразу или через несколько секунд отмечается молочнопо- 
добное помутнение; при гиперкальциурии, а следовательно, 
и гиперкальцемии сразу появляется грубое помутнение; при 
низком содержании кальция в крови и гипокальциурии 
смесь реактива и мочи остается совершенно прозрачной. 
Снижение гемолитической стойкости и повышение адено- 
зинтрифосфатазной активности эритроцитов при интоксика- 
ции витамином Д являются стойкими признаками и могут 
служить надежными тестами как для ранней, так и ретро- 
спективной диагностики гипервитаминоза Д (Спиричев и 


др., 1969). 


Минеральный обмен 
при гипервитаминозе Д 


Одним из наиболее характерных прояв- 
лений Д-гипервитаминоза является нарушение минераль- 
ного обмена, в особенности обмена кальция и фосфора. В част- 
ности, при гипервитаминозе Д изменяется усвоение и вы- 
деление кальция и фосфора, нарушается их гомеостаз и 
наблюдается патологическое перераспределение этих мине- 
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ралов в различных тканях организма. Эти нарушения ми- 
нерального обмена ответственны за многие клинические и 
патологические проявления Д-гипервитаминоза. Поэтому 
мы сочли уместным описать в данном разделе метастатиче- 
скую кальцификацию, патолого-анатомические и гистологи- 
ческие нарушения при Д-гипервитаминозе, хотя эти вопро- 
сы выходят за рамки минерального обмена. 

Обмен кальция. В первых же исследованиях по Д- 
гипервитаминозу было отмечено, что характерным призна- 
ком токсического действия витамина Д является повышение 
концентрации кальция в крови. Гиперкальцемия является 
одним из наиболее ярких проявлений гипервитаминоза Ду 
детей (Якубчик, Зингер, 1960; Белобородова, Кедо, 1961; 
Пляскова и др., 1962; Вишневский, 1965; Перге, Вт1ззапа.,. 
1949), взрослых (Певзнер, 1957; Шевлягина и др., 1968; 
Перге, Вт1ззап4, 1949; Казегег а. офв., 1966) и эксперимен- 
тальных животных (СИтап а. офв., 1960; СКеп а. офН., 
1962; Неггтап, РагКег, 1963; гуше а. о®., 1966; Ни а. 
офв., 1969; УУвИег, Егеетаи, 1971). 

Развитие гиперкальцемии после введения высоких доз 
витамина Д зависит от дозы и сроков его применения, от 
состояния минерального обмена до введения витамина Д и 
ряда других причин. Большинство исследований свидетель- 
ствуют, что гиперкальцемия более выражена при дробном 
применении витамина Д. Так, при введении одинаковой до- 
зы витамина Д одномоментным или дробным методом толь- 
ко в последнем случае наступала значительная гиперкаль- 
цемия и гиперкальциурия. Однако имеются данные, что 
выраженная гиперкальцемия развивается и после однократ- 
ного применения витамина Д (Ка]опа, Бфепаце, 1953). В 
большинстве случаев с увеличением дозы витамина Д по- 
вышается гиперкальцемический эффект и становятся более 
выраженными другие симптомы гипервитаминоза Д. Также 
имеются данные, что не существует прямой зависимости 
между дозой витамина Д, степенью гиперкальцемии и тяже- 
стью состояния (Вишневский, 1965). При введении высоких 
доз витамина Д на фоне гипокальцемии, обусловленной или 
недостатком витамина Д, или недостаточностью паращито- 
видных желез, гиперкальцемия бывает мало выраженной, 
или же не развивается. Степень гиперкальцемии при Д-ви- 
таминной интоксикации зависит также от диетических фак- 
торов: с повышением содержания кальция в диете гипер- 
кальцемия становится более выраженной. В зависимости от 
названных условий концентрация кальция в сыворотке 
крови при гипервитаминозе Д колеблется в различных пре- 
делах: от 11—16 мг%ф (Белобородова, Кедо, 1961; Пляско- 
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ген- 
А. 
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ва и др., 1962; Реъге, Вт1ззап@, 1949) до 20—24 мг% (Виш- 
невский, 1965; Раскин, 1968; Шевлягина и др., 1968; ПИБ, 
Рга4ег, 1959). 


В эксперименте на крысах (@ИНпап а. ой®., 1960), кото- 
рым в течение 5 дней вводили витамин Д в суточной дозе 
15 000 МЕ/100 г веса тела было показано, что концентрация 
кальция в сыворотке крови практически не отличается от 
нормального уровня через 24 час после первого введения 
витамина Д, но значительно повышается к третьему дню и 
достигает максимума к седьмому дню эксперимента. В сле- 
дующие дни концентрация сывороточного кальция быстро 
снижалась, в результате чего уже через 5 дней после пре- 
кращения введения витамина Д наблюдалась лишь незна- 


чительная гиперкальцемия, а через 15 дней после отмены 
препарата содержание кальция в крови нормализовалось и 
не менялось в течение всех последующих 140 дней экспери- 
мента. Аналогичные сдвиги наблюдаются при пятидневном 
введении витамина Д крысам в дозе 1500 МЕ/100 г веса тела 
(туш а. о{1., 1966). Несколько иные результаты были по- 
лучены в клинических исследованиях (Шевлягина и др., 
1968). Авторы в течение года наблюдали 24 больных гипер- 
витаминозом Д (средний возраст 35 лет), которые употреби- 
ли спиртовый раствор витамина До в общей дозе от 4000 000 
до 120000000 МЕв 2—3 приема в течение 7 дней. При этом 
максимальная гиперкальцемия (17—18 мг в среднем) на- 
блюдалась через 20—24 дня после приема витамина Д. Че- 
рез 5—6 недель гиперкальцемия была незначительной 
{11,2 мг%), после чего наблюдалась постепенная нормализа- 
ция содержания кальция в сыворотке крови. Таким обра- 
зом, гиперкальцемия более выражена в ранние сроки гинер- 
витаминоза Д. Возможно, в связи с этим во многих клини- 
ческих исследованиях отмечается, что гиперкальцемия обна- 
руживается далеко не во всех случаях Д-гипервитаминоза, 
особенно если после приема токсической дозы витамина Д 
прошло довольно длительное время. Об этом могут свиде- 
тельствовать данные, что даже в случаях выраженной ги- 
перкальцемии (15—24 мг) содержание кальция в сыворот- 
ке крови нормализуется в течение нескольких недель после 
приема токсических доз витамина Д (Раскин, 1968). Следова- 
тельно, гиперкальцемия не является стойким признаком 
Д-гипервитаминоза, сохраняющимся в течение длительного 
периода времени. Концентрация кальция в сыворотке крови 
в поздних стадиях гипервитаминоза Д остается во многих 
случаях на нормальном уровне, несмотря на наличие тяже- 
лых морфологических и функциональных изменений в ря- 
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де органов, в частности в сердечно-сосудистой системе и 
почках. 

Рассмотрим возможные механизмы, обусловливающие. 
характерную динамику концентрации сывороточного каль- 
ция при гипервитаминозе Д. Одним из решающих факторов. 
в развитии гиперкальцемии при введении высоких доз ви- 
тамина Д является, по-видимому, чрезвычайное усиление 
всасывания кальция в кишечнике. Подобное мнение согла- 
суется с тем фактом, что одной из основных функций вита- 
мина Д является стимуляция абсорбции кальция в кишеч- 
нике. Кроме того, имеются экспериментальные и клиниче- 
ские подтверждения названного предположения. В частно- 
сти, было показано (СЛагк, Зи, 1964), что у крыс с гипер- 
витаминозом Д в течение 24 час экскретируется с калом 
только 3,3% перорально введенного Са^5, в то время как у 
нормальных животных экскреция кальция с калом за оди- 
наковый промежуток времени составляет около 30% вве- 
денного количества Са“. Эти данные указывают на значи- 
тельное усиление всасывания кальция в кишечнике при ги- 
первитаминозе Д. Повышенное всасывание кальция в 
кишечнике отмечалось и у детей с идиопатической гипер- 
кальцемией (ЕеПегз, 1959). Аналогичные данные об уси- 
лении транспорта кальция в кишечнике при Д-витаминной 
интоксикации были получены и в других исследованиях 
(Бауман, 1969; М№!со]аузеп, 1937). 

Высокие дозы витамина Д могут вызвать гиперкальце- 
мию у животных, содержащихся на диете, бедной или даже 
лишенной кальция (Незз а. офВ., 1931). Следовательно, мож- 
но полагать, что повышению концентрации сывороточного. 
кальция при гипервитаминозе Д способствует усиление вса- 
сывания в кишечнике не только экзогенного, но и эндоген- 
ного кальция. На возможность данного предположения 
указывают результаты балансового исследования, прове- 
денного на цыплятах, содержавшихся на низкокальциевой- 
диете (Бауман, 1969). При этом автором было обнаружено, 
что витамин'Д-дефицитные цыплята выделяли с пометом 
кальция почти в 2 раза больше, чем получали его с кормом, 
в то время как у цыплят, получавших витамин Д, баланс 
кальция был положительным. Следовательно, витамин д 
способствует абсорбции не только пищевого кальция, но и 
эндогенного кальция, экскретируемого в желудочно-кишеч- 
ный тракт. 

Результаты многочисленных клинических и эксперимен-. 
тальных исследований (Якубчик, Зингер, 1960; Пляскова и. 
др. 1962; Коварская, 1965; Сат1ззоп, 1952; Нагиз, 1956;, 
Внесз, 1961; Буааег а. оёН., 1962) свидетельствуют о повы-- 
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шении мобилизации минеральных веществ из предобразо- 
ванной костной ткани при гипервитаминозе а Усиленная 
резорбция костного минерала под действием высоких доз 
витамина Д является, по-видимому, одним из факторов, обу- 
словливающих гиперкальцемию при Д-витаминной инто- 
ксикации. В связи с этим интересно отметить, что при ги- 
первитаминозе Д отмечается параллелизм между уменьше- 
нием содержания кальция в костях и повышением его кон- 
центрации в сыворотке. 

Таким образом, усиленное поступление кальция в кровь 
из кишечника (путем стимуляции абсорбции экзогенного и 
эндогенного кальция) и костной ткани (путем усиления ре 
зорбции костного минерала) при гипервитаминозе Д направ- 
лено на повышение концентрации сывороточного кальция. 
Как известно, концентрация кальция в крови является од- 
ним из важнейших физиологических показателей организ- 
ма и поддерживается на постоянном уровне благодаря взаи- 
модействию ряда биологически активных соединений (вита- 
мин Д, паратиреоидный гормон, тиреокальцитонин). Поэтому 
естественно ожидать, что изменение концентрации сыворо- 
точного кальция вызывает соответствующую реакцию орга- 
низма, направленную на нормализацию данного показателя. 

Многие клинические и экспериментальные работы пока- 
зывают, что при гипервитаминозе Д наряду с усилением 
всасывания кальция в кишечнике, повышенной мобилизаци- 
ей костного минерала и гиперкальцемией значительно воз- 
растает экскреция кальция с мочой (Белкина, 1965; Пляс- 
кова, 1968; Нопеф, 1946; Репф а. офв., 1954; Эеббиво]хег, 
1958; Иа, Рга@ег, 1959). Величина экскреции кальция с 
мочой при гипервитаминозе Д достигает значительных пре 
делов по сравнению с нормальным уровнем. Так, в экспери- 
менте на крысах (СЛатк, Эта, 1964) было показано, что 
длительное введение витамина Д в суточных дозах 100000 
или 600000 МЕ/кг веса тела в течение 15—30 дней вызы- 
вает 10—15-кратное повышение суточной экскреции каль- 
ция по сравнению с контрольными животными. Гиперкаль- 
циурия характерна также и для гипервитаминоза Д у лю- 
дей (Белкина, 1965; Пляскова, 1968; Эсббпво|тег, 1958; 
ИНе, Рга4ет, 1959). 

Увеличение экскреции кальция с мочой при гипервита- 
минозе Д, по-видимому, связано с уменьшением его каналь- 
цевой реабсорбции (Репф а. о{В., 1954). Механизм подобного 
действия высоких доз витамина Д выяснен еще не полно- 
стью. Можно, однако, полагать, что данный эффект являет- 
ся результатом нарушения функции почек или снижения 
функциональной активности паращитовидных желез. Как 
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известно (КЛеетап а. офн., 1958; Висвапап, 1961), парати- 
реоидный гормон повышает реабсорбцию кальция в почеч- 
ных канальцах, а при гипервитаминозе Д, сопровождаю- 
щемся гиперкальцемией, наблюдается снижение синтеза 
данного гормона. 


Повышенную экскрецию кальция с мочой при гиперви- 
таминозе Д можно рассматривать как компенсаторный 
процесс, направленный на выведение избытка кальция и 
нормализацию повышенного уровня сывороточного каль- 
ция. Возможно, этот компенсаторный механизм может про- 
тиводействовать повышению концентрации кальция в крови 
при применении относительно невысоких доз витамина Д или 
при однократном введении его в высоких дозах. Однако дан- 
ный механизм оказывается недостаточным при длительном 
воздействии токсических доз витамина Д, когда, несмотря на 
10—15-кратное увеличение экскреции кальция с мочой, за- 
держка последнего в организме остается увеличенной в зна- 
чительной степени (С1агк, ЗшИЮ, 1964). 

Способность почек усиливать экскрецию кальция в слу- 
чаях тяжелого Д-гипервитаминоза может оказаться снижен- 
ной вследствие повреждающего действия высоких доз ви- 
тамина Д на почечную ткань (Раскин, 1968). Результатом 
этого может быть нормальное или даже сниженное выделе- 
ние кальция почками при выраженных признаках Д-гипер- 
витаминоза. По мнению автора, в появлении интенсивной 
гиперкальцемии при тяжелой интоксикации витамином Д 
существенная роль может принадлежать недостаточному 
выделению кальция почками вследствие нарушения функ- 
ции последних. 


Гипервитаминоз Д сопровождается уменьшением веса па- 
ращитовидных желез и снижением их функциональной ак- 
тивности (Бауман, 1969; Вазтиззеп а. офВ., 1963). Данный 
эффект можно объяснить с позиции гипотезы (Мс Геап, 
1957) о существовании системы отрицательной обратной свя- 
зи между уровнем кальция в сыворотке крови и функцио- 
нальной активностью паращитовидных желез. Следова- 
тельно, сниженное образование паратиреоидного гормона 
(гиперкальцемический фактор) при гипервитаминозе Д 
можно также рассматривать как защитную реакцию орга- 
низма, направленную на снижение гиперкальцемического 
эффекта высоких доз витамина Д. Однако вследствие того, 
что влияние витамина Д на всасывание кальция в кишечни- 
ке и резорбцию костного минерала не зависит от присутет- 
вия или отсутствия паратиреоидного гормона, снижение про- 
дукции последнего не способно привести к полной нормали- 
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зации содержания кальция в сыворотке крови при приме- 
нении чрезмерно высоких доз витамина Д. 

Важная роль в системе регуляции обмена кальция в ор- 
ганизме принадлежит тиреокальцитонину — гормону, про- 
дуцируемому в «С-клетках» парафолликулярного аппара- 
та щитовидной железы или в ультимобранхиальных тель- 
цах. Данный гормон, как известно (Алешин, 1969, 1970; 
Брискин, 1971; АПароцНоз а. о®., 1969; Аитфасй а. о1й., 
1969; Сорр, 1969а, Ъ; Натзсь, Мипзоп, 1969), оказывает тор- 
мозящее влияние на резорбцию кости и тем самым проявля- 
ет гипокальцемическое действие. В связи с этим естествен- 
но предполагать, что гипокальцемическое действие тирео- 
кальцитонина играет важную роль в защитной реакции ор- 
ганизма при введении высоких доз витамина Д. Это пред- 
положение подтверждается тем, что у крыс, лишенных щи- 
товидной железы (т, е. при условии устранения действия 
эндогенного тиреокальцитонина), резко усиливается токси- 
ческое действие больших доз витамина Д (Виёпоп а. офв., 
1967). Напротив, применение тиреокальцитонина снижает 
токсический эффект высоких доз витамина Д (МИвВала, 
1968; Меапсоп, Ое Глса, 1969). Многочисленные исследо- 
вания показывают, что при гиперкальцемических состояни- 
ях (в том числе и при гиперкальцемии, вызванной введени- 
ем высоких доз витамина Д) наблюдается повышенная се- 
креция тиреокальцитонина. Последнее подтверждается 
результатами исследований, в которых показано истощение 
кальцитонин-содержащих гранул при гиперкальцемических 
состояниях. Подобные данные, в частности, получены в экс- 
перименте на крысах (Виспоп а. офв., 1967; Ет1сзоп, 1968; 
Сез а. обВ., 1968; Вонг, Назег, 1968; Егапке!, Уазитага, 
1971) мышах (МапЪа, Киа, 1969), цыплятах (Меапдег а. 
об., 1971), поросятах (Сате а. о{й., 1968), коровах (Сареп, 
Уоцих, 1969) ивклинических исследованиях (МПВача, 1968). 

Представляет интерес выяснение вопроса, происходит 
ли стимуляция синтеза тиреокальцитонина при гиперкаль- 
цемии или наблюдается лишь повышенная секреция гормо- 
на из депо? В этом отношении еще нет единого мнения. Од- 
нако результаты недавних экспериментальных исследова- 
ний (Етапке!, Уазитита, 1971) свидетельствуют о возмож- 
ном повышении скорости синтеза тиреокальцитонина при 
длительной гиперкальцемии, вызванной хроническим вве- 
дением высоких доз витамина Д. Эта точка зрения основы- 
вается на том, что однократное и двукратное введение кры- 
сам высоких доз витамина Дз вызвало снижение содержа- 
ния тиреокальцитонина в щитовидной железе, в то время 

как более длительное применение витамина приводило к по- 
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вышению концентрации гормона и увеличению веса щито- 
видной железы. 

При введении тиреокальцитонина детям с гиперкальце- 
мией, связанной с повышенной чувствительностью к вита- 
мину Д или Д-витаминной интоксикацией, наблюдается 
снижение содержания кальция в крови (МИВама, 1968). Ис- 
ходя из этих данных можно предполагать, что повышение 
скорости секреции и, возможно, эндогенного синтеза тирео- 
кальцитонина при гипервитаминозе Д направлено в сторо- 
ну нормализации повышенного уровня концентрации сыво- 
роточного кальция. Это подтверждается тем, что скорость 
секреции тиреокальцитонина находится в прямой зависи- 
мости от уровня кальция в сыворотке крови (Саге а. о%Н., 
1968) и контролируется, по-видимому, функционированием 
высокоэффективного регуляторного механизма по типу от- 
рицательной обратной связи (Сорр, 1969). При этом секрг- 
ция тиреокальцитонина возрастает не со снижением (как в 
случае с паратиреоидным гормоном), а с повышением кон- 
центрации сывороточного кальция. 

Гипокальцемический эффект тиреокальцитонина при 
гипервитаминозе Д объясняется, по-видимому, ингибирую- 
щим действием гормона на процессы резорбции костной тка- 
ни. Это подтверждается тем, что гипокальцемическое дейст- 
вие тиреокальцитонина выявляется у нефрэктомированных 
(ЕйтзсЬ, Мипзоп, 1969), паратиреоидэктомированных и эви- 
сцерированных (АПароцНоз, Мипзоп, 1965) животных, а 
основным органом-мишенью для этого тормона является 
костная ткань. Вероятно, тиреокальцитонин оказывает не 
только непосредственное тормозящее влияние на резорбцию 
кости (баШата, 1967; Козфег, 1968), но также ингибирует 
стимулирующий эффект высоких доз витамина Д на мобили- 
зацию костного минерала. На последнюю возможность ука- 
зывает то, что действие тиреокальцитонина выражено силь- 
нее в тех случаях, когда гиперкальцемия вызывается боль- 
шими дозами витамина Д или паратиреоидным гормоном, 
которые усиливают резорбцию костей, а не введением со- 
лей кальция (НатзсЬ, Мипзоп, 1969). 

Результаты многочисленных исследований свидетельст- 
вуют, что повышенная секреция тиреокальцитонина не спо- 
собна полностью блокировать гиперкальцемический эффект 
высоких доз витамина Д, в связи с чем гипервитаминоз 
сопровождается повышением концентрации данного минера- 
ла по сравнению с содержанием его в сыворотке у нелечен- 
ных больных (МИВача, 1968). Несостоятельность тиреокаль- 
цитонинсинтезирующей системы полностью ингибировать 
гиперкальцемический эффект токсических доз витамина Д, 
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по-видимому, может быть отражением следующих факторов 
(Етапке!, Уазитиха, 1971): 1) ограниченная скорость синте- 
за и секреции тиреокальцитонина; 2) быстрое истощение 
депо тиреокальцитонина; 3) ограниченная способность ти- 
реокальцитонина в ингибировании процессов резорбции 
костной ткани; 4) неспособность тиреокальцитонина ингиби- 
ровать стимулирующий эффект витамина Д на всасывание 
кальция в кишечнике, 

В настоящее время накоплен целый ряд фактов, свиде- 
тельствующих, что токсические дозы витамина Д оказыва- 
ют стимулирующее действие на систему гипофиз — кора 
надпочечников, что выражается в гипертрофии последних 
и увеличении образования кортикостерона (Чуваев, 1969, 
1971). Экспериментальный гипервитаминоз Д сопровожда- 
ется стимуляцией синтеза кортикостероидов тканью надно- 
чечников также в условиях ш уйто (Ва1езфтет1 а. офй., 1963). 
Кроме того, при гиперфункции надпочечников или дополни- 
тельном введении глюкокортикоидов наблюдается пониже- 
ние уровня кальция в крови у экспериментальных живот- 
ных (Бауман, 1969; Киифега, 1969). 

Исходя из этих данных можно было бы полагать, что 
повышение глюкокортикоидной активности надпочечников 
представляет собой специфический ответ организма на по- 
вышение концентрации сывороточного кальция. Однако ис- 
следования показывают, что повышение веса надпочечни- 
ков и их функциональной активности может наблюдаться 
не только при гипервитаминозе Д, но и при Д-витаминной 
недостаточности (Бауман, 1969; Кииреге, 1969). Кроме то- 
го, имеются данные (Гусеинова, 1968), свидетельствующие, 
что кортикостероиды могут оказывать синергическое с 
витамином Д действие на минеральный обмен. По-видимо- 
му, увеличение веса надпочечников под влиянием как де- 
фицита, так и избытка витамина Д может свидетельство- 
вать, что эта реакция организма не является специфичным 
ответом на обеспеченность витамином Д. В связи с этим 
представляет интерес, что реакция надпочечников при ги- 
первитаминозе Д проявляется в двух выраженных стадиях —- 
активации в начальный период и некоторого угнетения в 
последующие сроки (Бауман, 1969). Подобная стадийность 
в действии системы гипофиз — надпочечники весьма харак- 
терна для стресса (Селье, 1960). 

Таким образом, высокие дозы витамина Д путем чрез- 
мерного повышения всасывания кальция в кишечнике и 
мобилизации данного минерала из предобразованной кост- 
ной ткани вызывают гиперкальцемию. Уровень кальция в 
крови, как известно, является одним из важнейших физио- 
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логических показателей организма, поэтому при отклонении 
его содержания от нормы включаются все механизмы, при- 
нимающие участие в регуляции его обмена. Возможно, этим 
в некоторой степени объясняется тот факт, что гиперкаль- 
цемия не является постоянным признаком Д-гипервитами- 
ноза. Исходя из изложенного, гиперкальцемию при гипер- 
витаминозе Д можно рассматривать как результат влияния 
высоких доз витамина Д и других регуляторов кальциевого 
обмена. 

Обмен неорганического фосфата. Метаста- 
тическая кальцификация мягких тканей при гипервитами- 
нозе Д сопровождается осаждением кальция в тканях в ви- 
де фосфорных солей. Результаты клинических и экспери- 
ментальных исследований свидетельствуют, что применение 
высоких доз витамина Д приводит к значительным сдвигам 
и в обмене неорганического фосфата. Кроме того, как извест- 
но, обмен кальция и фосфора в организме тесно взаимосвя- 
зан. Так, в норме произведение (СажР) в сыворотке являет- 
ся величиной постоянной, а при многих патологических со- 
стояниях повышение концентрации кальция сопровождает- 
ся понижением концентрации фосфора и наоборот (следует 
отметить, что при некоторых заболеваниях концентрация 
обоих ионов в сыворотке крови может быть и повышена и по- 
нижена). Следовательно, изучение метаболизма фосфора 
при гипервитаминозе Д также заслуживает большого вни- 
мания. 

Изменения в обмене фосфора при гипервитаминозе т 
по-видимому, могут быть обусловлены рядом факторов и 
имеют довольно сложную природу. Так, литературные дан- 
ные об изменениях в фосфорном обмене при Д-витаминной 
интоксикации противоречивы. В частности, имеются сведе- 
ния, что у детей (ББагта, Апапа, 1965), взрослых людей 
(Геуу а. офВ., 1949) и экспериментальных животных (крысы, 
мышги, собаки, кролики, коровы, обезьяны, цыплята) (Ео]- 
3, 1956; Сгапф а. офв., 1961; Е1зепз&ет а. о{В., 1962; Сареп 
а. о%В., 1965; Сареп, Уоциз, 1969) при повторном примене- 
нии высоких доз витамина Д наблюдается повышение содер- 
жания неорганического фосфора в сыворотке крови. При 
этом концентрация сывороточного фосфора возрастала у 
людей до 9 мг%ф, ау экспериментальных животных — до 
8—12 мгф. Однако имеются и совершенно противоположные 
данные, свидетельствующие, что как клинический, так и 
экспериментальный гипервитаминоз Д сопровождается по- 
нижением концентрации фосфора в сыворотке крови (Пляс- 
кова и др., 1962; Вишневский, 1965; Пляскова, 1967; СВеп, 
Возтаи, 1964; Емедтап, Ворет{з, 1966). Авторы наблюдали 
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снижение концентрации 
3,5 мгф. Наконец, 


сывороточного фосфора до 2,5— 
имеются сообщения, что при гипервита- 
минозе Д не наблюдается заметных изменений в концентра- 
ции сывороточного фосфора (ПИ, Ргадег, 1959). 

Таким образом, исследования показывают, что при ги- 
первитаминозе Д изменения в обмене фосфора могут иметь 
различную направленность. По-видимому, это является ре“ 
зультатом того, что при применении высоких доз витамина 
Д на фосфорный обмен в организме оказывают влияние мно- 
гие факторы и в зависимости от выраженности последних. 
может наблюдаться различный эффект. В частности, при 
гипервитаминозе Д могут функционировать механизмы, ве- 
дущие как к повышению, так и к снижению содержания 
фосфора в крови. Рассмотрим названные механизмы. 

Повышение концентрации сывороточного фосфора при 
типервитаминозе Д может наблюдаться под влиянием сле- 
дующих факторов. 

1. Высокие дозы витамина Д, стимулируя абсорбцию 
кальция в кишечнике, могут одновременно усиливать вса- 
сывание неорганического фосфора и приводить к гиперфос- 
фатемии. 

2. Витамин Д, примененный в больших дозах, способст- 
вует мобилизации костного минерала (в том числе и фосфо- 
ра) и тем самым может приводить к повышению концентра- 
ции фосфора в сыворотке крови. Так, при гипервитаминозе 
Д повышение концентрации сывороточного фосфора и каль- 
ция происходит одновременно с уменьшением содержания 
кальция в костной ткани (Етеетап, Срапх, 1950), что может 
указывать на связь между гиперфосфатемией и резорбцией 
костного минерала. 

3. Гиперфосфатемия при Д-витаминной интоксикации 
может быть результатом усиления реабсорбции неоргани- 
ческого фосфата в почечных канальцах вследствие сниже- 
ния функции паращитовидных желез (отметим, что пара- 
тиреоидный гормон увеличивает экскрецию фосфатов с мо- 
чой и вызывает гипофосфатемию), обусловленного развити- 
ем гиперкальцемии и, соответственно, включением системы 
отрицательной обратной связи между уровнем кальция в 
сыворотке крови и функциональной активностью паращито- 
видных желез. 

4. Повышение концентрации сывороточного фосфора 
при гипервитаминозе Д может быть обусловлено непосред- 
ственным стимулирующим влиянием витамина Д на реаб- 
сорбцию фосфатов в почечных канальцах. Об этом свиде- 
тельствуют результаты исследований на нормальных, па- 
ратиреоидэктомированных и рахитичных крысах при по- 
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мощи микропункции проксимальных отделов извитых ка- 
нальцев почек (Че е а. оф., 1969, 1971), в которых было 
показано, что витамин Д оказывает прямое, не зависящее 
от функции паращитовидных желез, стимулирующее дей- 
ствие на реабсорбцию фосфатов в канальцах. 

При гипервитаминозе Д кроме названных факторов, ве- 
дущих к развитию гиперфосфатемии, могут возникать усло- 
вия, приводящие к снижению концентрации сывороточного 
фосфора. В частности, усиленная кальцификация мягких 
тканей при Д-витаминной интоксикации, сопровождающая- 
ся осаждением в тканях фосфорных солей кальция, по-види- 
мому, может обусловливать снижение концентрации фосфо- 
ра в крови. Другой возможной причиной гипофосфатемии 
при гипервитаминозе Д является поражение функций про- 
ксимальных отделов почечных канальцев, подвергающихся 
усиленной кальцификации при Д-витаминной интоксика- 
ции, следствием чего может быть нарушение реабсорбции 
неорганического фосфата и увеличение потери его с мочой 
(Пляскова, 1967). 

Для критической оценки изменений фосфорного обмена 
при гипервитаминозе Д, очевидно, следует учитывать и та- 
кие факторы, как содержание кальция и фосфора в диете, 
дозу и длительность введения витамина Д, степень пораже- 
ния и нарушения функций органов, в особенности всасы- 
вательной функции слизистой кишечника, реабсорбционной 
и выделительной функции почек. В частности, известно, что 
всасывание неорганического фосфора в кишечнике зависит 
не только от абсолютного содержания солей кальция и фос- 
фора в диете, но и от отношения кальций/фосфор. Кроме 
того, гиперфосфатемия более характерна для ранней ста- 
дии гипервитаминоза Д (Геуу а. о{., 1949). По-видимому, 
на ранних стадиях Д-витаминной интоксикации преоблада- 
ют факторы, ведущие к гиперфосфатемии: усиление всасы- 
вания фосфатов в кишечнике, стимуляция мобилизации 
костного минерала, повышенная реабсорбция фосфатов в 
почечных канальцах. В последующем в связи с усилением 
отложения солей кальция и фосфора в мягких тканях, на- 
рушением реабсорбции фосфата в почках вследствие повре- 
ждения почечных канальцев может наблюдаться гипофос- 
фатемия. 

Нарушения обмена кальция и фосфора при гипервита- 
минозе д не ограничиваются рассмотренными выше явлени- 
ями деминерализации предобразованной костной ткани, 
изменения экскреции с мочой и содержания этих мине- 
ралов в крови. Одним из основных проявлений гипервита- 
миноза Д является метастатическая кальцификация мяг- 
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ких тканей и связанные с ними морфологические измене 
ния, приводящие к нарушению функции органов. 

Метастатическая кальцификация при ги 
первитаминозе Д носит генерализованный характер и охва- 
тывает почти все органы и ткани. В частности, интенсивной 
кальцификации подвергаются почки, сердечно-сосудистая 
система, слизистая желудочно-кишечного тракта, гладкая 
мускулатура, соединительная ткань, связки, хрящи (Певз- 
нер, 1957, 1966; Лавров, Терентьева, 1963; Вамег, Егеуфег&, 
1946; СпарНи а. офВ., 1951; СШтап а. оф. 1960; В188$, 
1961; Ое У ша, 1961; Езепзеш, Йегройз, 1964; Бсатреш, 
1965; Казегег а. офН., 1966; Возяемст а. офй., 1970; 7а- 
у збо\изК1 а. офП., 1970а, Ъ). Эти данные были получены на 
многих видах экспериментальных животных и в клиниче- 
ских исследованиях. 

У экспериментальных животных метастатическая каль- 
цификация развивается обычно при введении витамина д 
в суточной дозе 5000—20 000 МЕ/100 г веса тела в течение 
5—20 дней. В этих условиях патологическое отложение со- 
лей кальция в мягких тканях обнаруживается уже на тре- 
тий-пятый день эксперимента (Вг155з, 1961; Ггуше а. о\., 
1966). При применении более низких доз витамина Д мета- 
статическая кальцификация, по-видимому, не развивается. 
Применение более высоких доз витамина Д, очевидно, не- 
сколько ускоряет развитие и увеличивает степень патологи- 
ческой кальцификации. Так, при введении витамина Д кры- 
сам в суточной дозе 40 000—200000 МЕ уже через 2 дня 
были обнаружены очаги обызвествления в мягких тканях 
(Хвуль и др., 1961). Однако вопрос о зависимости степени 
кальцификации мягких тканей от дозы витамина Д иссле- 
дован еше не достаточно. 

Степень развития метастатической кальцификации ока- 
зывается более выраженной при длительном введении ви- 
тамина Д, чем при более кратковременном применении 
идентичной суммарной дозы (Назз а. офВ., 1958). Отметим 
при этом, что подобное взаимоотношение наблюдается при 
развитии гиперкальцемии и Многих других симптомов Д- 


витаминной интоксикации. При длительном введении высо- 
ких доз витамина Д патологическая кальцификация мяг- 


ких тканей может достигать исключительно высокой сге- 
пени. Так, при выраженных случаях Д-гипервитаминоза на 
вскрытиях животных и людей участки отложения кальция 


в мягких тканях обнаруживаются визуально. 
Сердечно-сосудистая система при гипервита- 


минозе Д подвергается особенно интенсивной кальцифика- 
ции (за исключением венозных сосудов, где в большинстве 


183 








случаев не обнаруживаются участки обызвествления). В 
частности, метастатической кальцификации при Д-гиперви- 
таминозе подвергаются эндокард, миокард, клапаны серд- 
ца, коронарные сосуды, аорта, берцовая и бедренная арте- 
рии, сосуды гладких мышц, пищеварительного тракта и ске- 
летных мышц (Алексеенко, 1964; Назз а. оф., 1958, 1966; 
Езепзбеш, Йегпо!з, 1964; КоруЦизки, 1969а, Ъ, 1971; ЕБе! 
а. оф№., 1971). Повышенное накопление кальция в сердце и 
крупных сосудах обычно обнаруживается уже на третий-пя- 
тый день после начала введения высоких доз витамина Д. 
В дальнейшем содержание кальция в этих тканях быстро 
возрастает, достигая очень высоких величин. Так, содержа- 
ние данного минерала в аорте при выраженном Д-гиперви- 
таминозе может достигать 13—14% (отметим при этом, что 
содержание кальция в бедренной кости равняется прибли- 
зительно 22%) (С@Штап а. о\Ъ., 1960). Аорта и крупные со- 
суды напоминают при этом трахею (Герценберг, 1929) или 
каменные трубы (Кте!&па1т, МоП, 1928). 

Степень кальцификации различных структур сердца 
при гипервитаминозе Д неодинакова и, как правило, умень- 
шается в следующем порядке: внутренняя эластичная мем- 
брана коронарных артерий — гладкие мышцы коронарных 
артерий — фиброэластическая ткань эндокарда — миокард 
(Назз а. офВ., 1958). 

В миокарде наблюдается дегенерация и некроз мышеч- 
ных волокон с последующей их кальцификацией. В тяже- 
лых случаях гипервитаминоза Д кальцификация может 
охватить до трети миокарда и приводить к нарушению сер- 
дечной деятельности (Певзнер, 1957а; Назз а. офВ., 1958; 
КоБуПпзЁ1, 1969). 

Клапаны сердца подвергаются мукоидному перерожде- 
нию с субэндокардиальным накоплением мукополисахари- 
дов и последующим развитием фиброза и кальциноза (Вец- 
теп а. о®., 1966; Казегег а. оф®., 1966; КоБуНизк!, 1969). 
Кальцификация сердечных клапанов может приводить к 
развитию пороков сердца и сердечной недостаточности. 

Во внутренней эластичной мембране и мышечной оболоч- 
ке коронарных сосудов появляются дегенеративные изме- 
нения, ксантоматозные и липидные отложения, которые в 
последующем подвергаются кальцификации (Назз а. о., 
1958, 1966; КоруНиз, 1969). В тяжелых случаях гиперви- 
таминоза Д наблюдается обызвествление всех коронарных 
сосудов, что приводит к нарушению питания сердечной 
мыпщцы. 

Повреждения в стенке аорты и крупных артериальных 
сосудов при гипервитаминозе Д локализуются преимущест- 
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все клеточные элементы, межклеточ- 
Я пространство и захватывает всю толшу стенки сосудов 
еж 1958, 1966; Е1зепзфешт, Йегпойз, 1964; КоБбуНл- 
Е ). Кальцификации аорты, как правило, предшест- 
вуют дегенеративные изменения и некроз стенки сосуда с 
разрушением эластичной ткани, отложением мукополиса- 
харидов и прогрессирующим снижением активности мито- 
хондриальных ферментов (сукцинат- и глутаматдегидроге- 
наз, моноаминооксидазы, аденозинтрифосфатазы) (Кору- 
Позкт 1969; Ее] а. офВ., 1971). Названные изменения, по- 
видимому, имеют определенную роль в механизме кальци- 
фикации. 

Участки некроза подвергаются в последующем репара- 
тивным процессам с коллагенизацией средней и наружной 
оболочек, что приводит к возникновению рубца и стенозу 
сосудов. Эти изменения обнаруживаются как в эксперимен- 
тальных (СШшап а. офВ., 1960; Емедтап, Вофег4з, 1966), 
так и клинических (Веигеп а. обВ., 1966; Раетгзоп а. офВ., 
1965) исследованиях с гипервитаминозом Д. 

В результате названных изменений стенки сосудов ста- 
новятся толстыми и ригидными, а внутренняя поверхность 
аорты и крупных артерий выглядит неровной. Иногда встре- 
чаются местные ‘расширения по типу аневризм или сужение 
просвета сосудов из-за разрастания внутренней оболочки. 
Участки пролиферации клеток средней оболочки, назван- 
ные «интимальной подушкой» (Е1зепзфет, Йегпо|з, 1964), 
и расположенные под ними очаги кальцификации образу- 
ют в стенке аорты бляшки (СШ пат. а. о%В., 1960; Назз а. 
офв., 1966; Емедтап, 1968). Эти бляшки при гипервитами- 
нозе Д имеют сходство с повреждениями аорты при экспе- 
риментальном и клиническом атеросклерозе. 

Описанные изменения сосудистой стенки (стенозы и 
аневризмы) при тяжелых случаях, гипервитаминоза Д могут 
приводить к развитию сердечной недостаточности. Введе- 
ние высоких доз витамина Д во время беременности может 
приводить к тяжелым изменениям в сосудистой системе пло- 
да. В частности, у крольчат, родившихся от самок, полу- 
чивших во время беременности 1500000 МЕ витамина Д, 
обнаружено 14 различных форм повреждений аорты (Ет1ед- 
тап, Ворег&з, 1966). У части из них поражения аорты были 
сходны с надклапанным стенозом аорты У человека, у дру- 
гих изменения выражались в генерализованной дегенерации 
и кальцификации средней оболочки. Эти сдвиги, по-видимо- 
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му, обусловлены тем, что витамин Д, как указывалось выше, 
проникает через плаценту от матери к плоду. Нужно отме- 
тить, однако, что в недавних исследованиях, проведенных 
на крысах (В0571е\1ст а. офВ., 1970; Хам1зфо\зЁ а. о., 
1970а), были получены иные результаты. Обнаружено, что 
применение высоких доз витамина Д. беременным крысам 
не вызывает у потомства явлений метастатической кальци- 
фикации, хотя у матерей появлялись все признаки гипер- 
витаминоза Д, в том числе и патологическое отложение со- 
лей кальция в мягких тканях. 

Почки являются одним из органов, которые часто по- 
ражаются при гипервитаминозе Д. Кальцификация данно- 
го органа обнаруживается уже на второй-третий день от на- 
чала введения высоких доз витамина Д и в течение коротко- 
го промежутка времени достигает значительной степени 
{Еп5#е14% а. офВ., 1962; Бсатреш, 1965). Так, у крыс, полу- 
чавших ежедневно по 50000 МЕ витамина До, содержание 
кальция в почке на четвертый день опыта повышалось до 
80—300 мг/100 г обезжиренной ткани (нормальное содер- 
жание 30—50 мг). На седьмой день опыта содержание каль- 
ция в почечной ткани достигало 1400—3120 мг/100 г, пре- 
вышая, таким образом, нормальный уровень в 30—60 раз. 
Несколько меньшее количество кальция было обнаружено 
в почечной ткани у кроликов при гипервитаминозе Д. (Певз- 
нер, 19576). Автор установил, что содержание кальция в 
почках кроликов, получавших в течение 100 дней по 500 000 
МЕ витамина Д. в сутки, достигало 900 мг%. 

Наиболее ранними изменениями в почечной ткани, по- 
являющимися в первые же дни после введения высоких доз 
витамина д, являются нарушение структуры и функции 
митохондрий эпителиальных клеток и дегенерация эпите- 
лия проксимальных канальцев (Певзнер, 1957; Назз а. офН., 
1958; ЕпЁе1а$ а. офй., 1962; Зсагре!!, 1965). В последую- 
щем в пораженных митохондриях откладываются соли 
кальция, и кальцифицированные митохондрии образуют 
конгломераты. Постепенно минерализации подвергается вся 
клетка. Кальцинированный эпителий слущивается, оттор- 
тается, образуя солевые цилиндры и камни, которые могут 
закупоривать просвет канальцев и вызывать их расшире- 
ние. Изменения почек при гипервитаминозе Д могут посте- 
пенно захватить весь нефрон, что приводит в конечном счете 
к нефрокальцинозу и нарушению функции почек. 

Печень при гипервитаминозе Д, по-видимому, не под- 
вергается выраженной кальцификации (Назз а. офВ., 1958). 
Однако Д-витаминная интоксикация сопровождается увели- 
чением веса, полнокровием и дистрофическими изменения- 
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ми печени, дискомплексацией печеночных клеток и появле- 
нием небольших воспалительных инфильтратов. Причина 
отсутствия кальциноза печени (в отличие от многих других 
органов) при гипервитаминозе Д не выявлена. 

Легочная ткань при гипервитаминозе Д также под- 
зоргаетоя кальцификации. Степень кальцификации легоч- 
ной ткани менее выражена по сравнению с аортой или поч- 
ками, Так, У крыс после 4-дневного введения витамина Д› 
в суточной дозе 100000 МЕ/кг веса тела содержание каль- 
ция в легочной ткани было повышено в 6—8, а в аорте — в 
30 раз (@гапф а. офВ., 1961). Кальцификация легочной тка- 
ни уменьшает эластичность последней и может явиться при- 
чиной развития эмфиземы легких и легочной недостаточ- 
ности. 

В желудочно-кишечном тракте при гиперви- 
таминозе Д могут обнаруживаться очаги обызвествления 
(Е пе] а. офВ., 1962; Бсагре!, 1965). Повышение содер- 
жания кальция в стенке желудка и кишечника наблюдает- 
ся уже на третий-пятый день введения высоких доз витами- 
на Д. Степень кальцификации этих органов сравнима с 
обызвествлением легочной ткани. 

В плаценте при экспериментальном гипервитамино- 
зе Д были выявлены изменения дегенеративного характера, 
проявляющиеся в отложении мукополисахаридов, мукопро- 
теидов и извести в лабиринте, в основных мембранах эмбри- 
ональных кровеносных сосудов, а также в цитоплазме тро- 
фобластических клеток (Во57е\ст а. о{В., 1970). Эти сдви- 
ги могут приводить к различным нарушениям в росте и 
развитии плода при гипервитаминозе Д. 

Таким образом, гипервитаминоз Д сопровождается мета- 
статической кальцификацией многих органов. Во многих 
случаях эти изменения протекают с нарушением функции 
органа. Метастатические отложения солей кальция являют- 
ся довольно стойкими и сохраняются в течение длительного 
промежутка времени. В связи с этим изучение механизмов 
развития метастатической кальцификации при гипервита- 
минозе Д представляет интерес как в теоретическом, так и 
практическом плане. 

Известно, что содержание кальция во Многих тканях 
почти соответствует его концентрации в плазме. В связи 
< этим естественно предполагать, что гиперкальцемия при 


гипервитаминозе Д приводит к Увеличению. концентрации 
кальция в межклеточной и внутриклеточной жидкостях и 
м с последующим выпа- 


пересыщению их данным катионо 
дением солей кальция в осадок. Данное предположение 
подтверждается тем, что при гиперкальцемии, вызванной 
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дополнительным введением глюконата кальция или увели- 
чением отношения кальций/фосфор в рационе, также на- 
блюдается развитие нефрокальциноза, как и в случае с ги- 
первитаминозом Д. Однако развитие метастатической каль- 
цификации может наблюдаться и при отсутствии заметного 
повышения концентрации кальция в сыворотке крови. Так, 
при длительном введении высоких доз витамина Д› кроликам 
с интервалами между каждым введением в 2—4 недели на- 
блюдается генерализованная кальцификация мягких тканей,, 
не сопровождающаяся гиперкальцемией (Е1зепзфет а. офВ.., 
1962). Следовательно, можно ожидать, что возникновение 
гиперкальцемии при гипервитаминозе Д не является единст- 
венным условием для развития метастатической кальцифи- 
кации. По-видимому, существуют и другие механизмы, 
обусловливающие патологическое отложение солей каль- 
ция в мягких тканях при  Д-витаминной интокси- 
кации. 

Известно, что связывание кальция в растворимые ком- 
плексы с белками и органическими кислотами, в частности 
с цитратом, и действие специфических ингибиторов каль- 
цификации способствуют сохранению кальция в растворен- 
ном состоянии и препятствуют его осаждению. В частности, 
30—40% кальция крови (нефильтруемая фракция) обрати- 
мо связано с сывороточными белками, а 60—70% способно 
к ультрафильтрации через целлофановую мембрану при рН 
7,4 и температуре 37° (Тогага а. офв., 1957). Около 75% 
ультрафильтруемого кальция представлено в сыворотке кро- 
ви в виде двухвалентных ионов, 25% — в форме растворимых 
комплексов, главным образом с цитратом, фосфатом и би- 
карбонатом (Меитап, Меитап, 1958). 

Следовательно, кальций в крови присутствует в двух 
формах — ионизированной и неионизированной. Первая фи- 
зиологически активна, тогда как вторая, напротив, неактив- 
на и представляет собой кальций, связанный с различными 
компонентами сыворотки. Изменение соотношения этих 
двух форм, по-видимому, может приводить к определенным 
сдвигам в осаждаемости кальция. В связи с этим можно бы- 
ло бы предполагать, что в развитии метастатической каль- 
цификации при Д-витаминной интоксикации существенная 
роль может принадлежать снижению способности плазмы 
и тканевой жидкости удерживать кальций в растворенном 
состоянии. 

Однако ‘исследования показывают, что концентрация 
лимонной кислоты в сыворотке крови при гипервитаминозе 
Д или не изменяется (Ейзепзфет а. офй., 1962), или увеличи- 
вается в значительной степени (Лавров, Терентьева, 1963, 
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1965), что должно способствовать растворимости кальция. 
Не обнаружены также изменения отношения между общим 
и ультрафильтрующимся кальцием плазмы. Доля кальция, 
прочно связанного с сывороточными белками, при гиперви- 
таминозе Д не только не уменьшается, а, наоборот, возра- 
стает (Арешкина и др., 1957), что должно бы способствовать 
повышению стойкости кальция в растворе. 

Таким образом, при изучении факторов, определяющих 
устоичивость кальция в плазме крови при гипервитаминозе 
Д, не удалось выявить каких-либо заметных изменений, 
снижающих эту устойчивость. Повышенное содержание ли- 
монной кислоты и доли сывороточного белка, образующие 
растворимый комплекс с кальцием, при гипервитаминозе 
Д обусловлено, по-видимому, защитной реакцией орга- 
низма в ответ на повышение уровня кальция в сыворотке 
крови. 

Можно предположить, что в механизме метастатической 
кальцификации при гипервитаминозе Д определенную роль 
могут играть предшествующие структурные и биохимические 
изменения втканях, подвергающихся кальцификации. Так, 
при гипервитаминозе Д наблюдается повышенное окисле- 
ние тканевых липидов, ведущее к нарушению структурной 
целостности и функциональной активности липопротеино- 
вых мембран клеток и клеточных органелл, в частности к 
снижению гемолитической стойкости эритроцитов, подавле- 
нию аденозинтрифосфатазной активности тканей, набуха- 
нию митохондрий и разобщению окислительного фосфори- 
лирования, нарушению активного переноса кальция в мито- 
хондриях (Спиричев и др., 1965, 1968, 1969; Шипицына, 
1965, 1966, 196Та, 6; Блажеевич, Спиричев, 1966а; Спири- 
чев, 1967, 1971; Спиричев, Блажеевич, 19686; Спиричев, 
Милосердова, 1968; Блажеевич, 1969; Смирнов, Шипицына, 
1969; Пе Гмса а. офВ., 1960, 1962; Зсатреш, 1965; СашЪча, 
ВИНМегь, 1970; ВИйМеш а. оф№., 1971). Многие из назван- 
ных структурных и биохимических сдвигов, вызванных при- 
менением высоких доз витамина Д, выявляются в большин- 
стве случаев до обнаружения участков патологической каль- 
цификации. 

По мнению Зсагре! (1965), значительная роль в меха- 
низме метастатической кальцификации при гипервитамино- 
зе Д может принадлежать нарушению процессов окисли- 
тельного фосфорилирования в митохондриях и снижению 
способности последних к активному транспорту кальция. 
Это предположение в некоторой степени подтверждается 
тем, что при введении экспериментальным животным с Д- 
гипервитаминозом 2,4-динитрофенола, вещества, являюще- 
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гося разобщителем окислительного фосфорилирования, уси- 
ливается степень метастатической кальцификации. Предпо- 
лагается, что разобщение окислительного фосфорилирования 
и нарушение активного накопления кальция митохон- 
дриями при гипервитаминозе Д может быть обусловлено 
токсическим действием перекисных соединений, образую- 
щихся непосредственно из витамина Д или из эндогенных 
ненасыщенных липидов, окисление которых индуцируется 
названным витамином (Щипицына, 1967; Смирнов, Щи- 
пицына, 1969; Спиричев, 1971; БсагреШ, 1965). Этот пред- 
положительный механизм развития метастатической каль- 
цификации при гипервитаминозе Д представляет несомнен- 
ный интерес и заслуживает дальнейшего исследования. 

Согласно современным представлениям, в процессах раз- 
вития как нормальной, так и патологической кальцифика- 
ции значительная роль принадлежит, по-видимому, поли- 
мерным макромолекулам (полисахариды, структурирован- 
ные белки, особенно коллаген), функциональные группы 
которых представляют собой центры, облегчающие образова- 
ние первичных кристаллов солей кальция и переход раство- 
ренного ионизированного кальция из жидкой фазы в твер- 
дую (Ньюман У., Ньюман М., 1961; СИшспег, 1959). В свя- 
зи с этим представляет интерес выяснить, происходит ли 
метастатическое отложение кальция при гипервитаминозе 
Д путем самопроизвольного выпадения кальция в осадок, 
или данный процесс идет на каких-то органических матри- 
цах. 

На экспериментальных животных было показано, что 
при гипервитаминозе Д отложение солей кальция в мягких 
тканях (почки, сердце, аорта, коронарные артерии, гладкая 
мускулатура желудка) сопровождается параллельным на- 
коплением мукополисахаридов, обнаруживаемых с помо- 
щью специфических реакций и путем прямого химического 
определения входящих в их состав гексозы и гексозамина 
(Е1зепзфе!т, Сто, 1957; СИтап а. оё®., 1960). При этом на- 
блюдалась полная идентичность в локализации отложения 
солей кальция и накопления мукополисахаридов. Исходя 
из этих данных, авторы приходят к предположению, что 
мукополисахарид, обладая повышенным сродством к Са, 
может представлять собой органическую матрицу, на кото- 
рой происходит отложение солей кальция в мягких тканях 
при гипервитаминозе Д. Это согласуется с представлением, 
что мукополисахариды принимают непосредственное учас- 
тие в процессах кальцификации (Касавина и др., 1970). В 
частности, предполагается, что комплексы коллагена и му- 
кополисахаридов служат центрами для образования ядер. 
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кристаллизации, на которых затем происходит рост мине- 
ралов (Ньюман У., Ньюман М., 1961). 

Одновременно с накоплением мукополисахаридов в мяг- 
ких тканях было обнаружено повышенное содержание их и 
в сыворотке крови при гипервитаминозе Д (Е1зепзёешт, Сто?Е, 
1957). В связи с этим авторы предполагают, что обусловлен- 
ное высокими дозами витамина Д рассасывание костной 
ткани с выходом в кровоток минерального компонента и 
органическои матрицы представляет собой источник повы- 
щенного накопления мукополисахаридов в мягких тканях, 
подвергающихся в последующем кальцификации. 

Дальнейшим подтверждением предположения об учас- 
тии мукополисахаридов в развитии метастатической каль- 
цификации мягких тканей при гипервитаминозе Д явились 
результаты опытов по включению меченых предшественни- 
ков в мукополисахариды. Так, было показано, что при гипер- 
витаминозе Д наблюдается повышенное включение мечено- 
го неорганического сульфата в мукополисахариды разных 
органов и тканей (Копеф7ЁК1 а. обв., 1962; Фипзе-Ни1з1шя а. 
оВ., 1969; Вауе а. о1{1., 1970). При этом величина стимуля- 
ции включения радиометки в полисахариды достигала зна- 
чительных пределов. В сердце и аорте гипервитаминозных 
животных включение сульфата 835 в сульфомукополисаха- 
риды увеличивалось на 180%, а в почках — на 240% по 
сравнению с контрольной группой (3иапбе-На131щ5 а. о., 
1969) (отметим, что кальцификация названных органов 
при гипервитаминозе Д выражена во многих случаях в на- 
ибольшей степени). Исходя из результатов этих исследова- 
ний можно предполагать, что повышенное накопление му- 
кополисахаридов в различных органах при гипервитами- 
нозе Д обусловлено не только усиленным рассасыванием 
костного материала, но и стимуляцией синтеза мукополиса- 

харидов непосредственно в мягких тканях. Механизм уси- 
ления обмена мукополисахаридов в мягких тканях при 
гипервитаминозе Д остается неясным. 

Для выяснения участия мукополисахаридов в метаста- 
тической кальцификации при гипервитаминозе Д важно 
выявить временную связь между накоплением мукополиса- 
харилов и появлением очагов патологической кальцифика- 
ции. Результаты ранних исследований в этом направлении 
(Копеф2Е а. офЪ., 1962) показали, что, по-видимому, накопле- 
ние мукополисахаридов скорее следует за первой стадией 
кальцификации мягких тканей при гипервитаминозе Д, чем 
предшествует ей. Однако в более поздних исследованиях 
с применением меченого сульфата натрия и Са“ (Типзе-Ни]- 
зша а. обт., 1969; Вауе а. офВ., 1970) было показано, что 
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применение высоких доз витамина Д вызывает первичное 
Усиление обмена мукополисахаридов с последующим 
вторичным патологическим  обызвествлением мягких 
тканей. 

Введение высоких доз витамина Дз беременным крысам 
не вызвало у потомства явлений патологической минерали- 
зации, хотя у матерей появлялись все признаки гипервита- 
миноза Д, в том числе гетеротопическое отложение извести 
в мягких тканях (Во321ем1с7 а. офВ., 1970; Хам1фо\з Е] а. 
ой., 1970а, Ъ). В организме матери, в том числе и в плацен- 
те, при этом наблюдалось значительное понижение актив- 
ности щелочной фосфатазы, аденозинтрифосфатазы, дегид- 
рогеназ, а также повышение активности кислой фосфатазы 
и накопление мукополисахаридов, т. е. изменение обмена 
веществ, связанных с процессом кальцификации, в то время 
как у плода названные сдвиги не отмечались. Отсутствие 
гетеротопической кальцификации у плода авторы объясня- 
ют ретенцией в плаценте субстанций, фиксирующих каль- 
ций, в то время как в организме матери мукополисахариды 
могут входить в состав матрицы, необходимой для возник- 
новения патологических отложений извести во многих орга- 
нах и тканях. 

Обмен другого возможного компонента матрицы (колла- 
сена) для отложения солей кальция при гипервитаминозе 
Д изучен недостаточно. По-видимому, содержание коллаге- 
на в тканях, подвергающихся метастатической кальцифика- 
ции, существенно не меняется (СШтап а. о#Ё., 1960). В свя- 
зи с этим предполагается, что если коллаген необходим для 
развития метастатической кальцификации, то отложение 
солей кальция в этих условиях происходит, по-видимому, не 
на вновь образованных, а на преобразованных, химически 
модифицированных коллагеновых матрицах. Возможное 
значение изменений некоторых физико-химических свойств 
тканевых белков в образовании матриц для осаждения со- 
лей кальция в процессе развития метастатической кальци- 
фикации предполагают и другие исследователи (ЗсНбиВо]- 
2ег, 1958; Бсагре!1, 1965). 

Таким образом, повышение концентрации кальция и 
фосфора в сыворотке крови при гипервитаминозе Д не яв- 
ляется единственной причиной развития метастатической 
кальцификации. Существенная роль в этом процессе, по-ви- 
димому, принадлежит структурным и биохимическим изме. 
нениям в тканях, возникающим под влиянием высоких доз 
витамина Д, и образованию соответствующей органической 
матрицы, способствующей гетеротопическому отложению 
солей кальция. 


192 





Углеводный обмен 
при гипервитаминозе Д 


Токсические дозы витамина Д ведут к 
нарушению обменных процессов в цикле Кребса, что вызы- 
вает повышение содержания лимонной кислоты в крови и 
мягких тканях. Очень сильное повышение содержания цит- 
ратов в организме может лежать в основе нарушения обмен- 
ных процессов при Д-витаминном токсикозе (Лавров, Те- 
рентьева, 1965). 

Имеются два подхода к объяснению обусловленной ви- 
тамином Д высокой концентрации цитратов: витамин Д мо- 
жет стимулировать синтез или тормозить распад молекулы 
лимонной кислоты (Могтаи, 1968). Так, ряд исследовате- 
лей (ВатаПЦпеаз\уаи1 а. о#й., 1954; ПЖзЬ а. о#й., 1956; 
оз|1 а. офВ., 1957; Меуег а. оёН., 1959) в эксперименте на 
животных показали, что относительно большие дозы вита- 
мина Д значительно повышают активность фермента цитро- 
геназы, главным образом в костных хрящах, осуществляю- 
щего конденсацию ацетилированного коэнзима А со шаве- 
левоуксусной кислотой с образованием лимонной кислоты. 
Исходя из этих данных, авторы предполагают, что витамин 
Д стимулирует биосинтез лимонной кислоты, в связи с чем 
при введении высоких доз данного витамина наблюдается 
повышенное образование и накопление цитратов. 

Однако не все исследователи придерживаются подобной 
точки зрения. В опытах на срезах хрящевой и костной ткани 
с применением С\-ацетата было найдено (Могтап, Ое Гаса, 
19645; Кишш, Кгапе, 1965Ъ), что введение крысам витами- 
на Д приводит к повышению количества радиоактивного 
цитрата, снижению концентрации радиоактивности в дру- 
гих органических кислотах цикла трикарбоновых кислот и 
уменьшению количества радиоактивной углекислоты. В 
связи с этим авторы приходят к заключению, что витамин 
Д, по-видимому, не повышает синтез лимонной кислоты в 
хрящевой и костной ткани, а уменьшает скорость его пре- 
вращения в дальнейшие промежуточные продукты цикла 
трикарбоновых кислот. Кроме того, введение витамина Д. 
крысам снижает окисление лимонной и изолимонной кислот 
в гомогенатах почек (Ое Глса а. офВ., 1957Та) и в изолирован- 
ных митохондриях почек (Ге Глиса а. о\В., 1957Ъ). Подобный 
эффект наблюдается и в условиях ш уйто при добавлении 
витамина Д в препараты изолированных митохондрий по- 
чек рахитичных крыс (Фе Гиса, ЭфеепЪоск, 1957). В связи с 
этим авторы предполагают, что накопление цитратов в кро- 
ви и тканях при гипервитаминозе Д происходит в резуль- 
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тате ингибирования окисления лимонной кислоты. Меха- 
низм подобного действия витамина Д, по-видимому, обу- 
словлен подавлением активности ферментов, катализирую- 
щих превращение лимонной кислоты в дальнейшие проме- 
жуточные продукты цикла Кребса. В частности, имеются 
данные, что при гипервитаминозе Д в митохондриях почек 
наблюдается снижение активности фермента изоцитратде- 
гидрогеназы (БсагреШ а. офВ., 1960), катализирующего окис- 
ление изоцитрата. Кроме того, известно, что аконитаза, 
превращающая цитрат в аконитат и изоцитрат, требует со- 
Участия сульфгидрильных групп в качестве кофактора, а 
применение токсических доз витамина Д вызывает замет- 
ную потерю этих групп, по-видимому, вследствие их окисле- 
ния соединениями типа перекисей липидов, образование 
которых индуцируется при гипервитаминозе Д (Спиричев, 
1971). Следующим возможным механизмом ингибирования 
витамином Д окисления лимонной кислоты может быть тор- 
можение физического проникновения лимонной кислоты в 
митохондрии вследствие изменения структуры и функцио- 
нальной активности липопротеиновых мембран при гиперви- 
таминозе Д (Ре Глса, 1967). 

Известно, что более 80% всей лимонной кислоты, содер- 
жащейся в организме, обнаруживается не в мягких тканях, 
а в костной ткани (П1сКепз, 1940, 1941). Ее концентрация в 
сухих обезжиренных костях составляет около 1%. Следова- 
тельно, можно ожидать, что повышение концентрации ли- 
монной кислоты в сыворотке крови при гипервитаминозе Д 
в какой-то степени обусловлено стимуляцией рассасывания 
костной ткани и выходом ее компонентов, в том числе цит- 
ратов, в кровяное русло. 

Таким образом, при Д-витаминной интоксикации наблю- 
дается накопление лимонной кислоты в сыворотке крови и 
во многих органах и тканях. Механизм развития и роль 
данного явления выяснены еще не полностью. Однако, исхо- 
дя из данных об образовании прочного комплекса при взаи- 
модействии лимонной кислоты с ионами кальция, в кото- 
ром они теряют свою физиологическую активность, можно 
предполагать, что организм защищается от излишков ионов 
кальция при гипервитаминозе Д путем накопления цитра- 
та. Известно, что количество лимонной кислоты в костях и 
крови определяется не только присутствием витамина У 
но и зависит от обеспеченности животных солями кальция 
и фосфора (Сиго{Ё а. оЪ., 1963). Авторы полагают, что для 
повышения концентрации. лимонной кислоты в крови и 
костной ткани важен не столько сам витамин Д, сколько вы- 
зываемый им кальцемический эффект. __ Е 
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Механизм токсического 
лействия витамина Д 


В настоящее время уже не вызывает 
сомнения факт, что нарушение обмена кальция не являет- 
ся единственной причиной различных патологических сдви- 
гов, обнаруживаемых при гипервитаминозе Д. Выяснилось, 
что развитию метастатической кальцификации при Д-вита- 
минной интоксикации могут предшествовать многочислен- 
ные структурные и биохимические изменения в клетках и 
клеточных органеллах различных тканей. Эти сдвиги, по 
современным представлениям, могут играть определяющую 
роль в механизме токсического действия витамина Д. 

Одним из значительных сдвигов при гипервитаминозе 

Д, обусловливающих ряд патологических изменений, явля- 
ется нарушение структуры и функциональной активности 
митохондрий, выражающееся в их набухании, разобщении 
окислительного фосфорилирования и снижении способности 
к активному транспорту кальция. Так, набухание митохонд- 
рий различных органов и изменение их структуры в виде 
появления митохондрий неправильных размеров и форм, 
содержащих дезорганизованные кристы и вакуоли, и, нако- 
нец, разрушение митохондрий с последующим их аггреги- 
рованием наблюдались рядом исследователей у разных ви- 
дов животных с гипервитаминозом Д (Зсагреш, 1960; 
1965; Епз{е14$ а. оф., 1962; Вего1о%и, Ре Рга, 1963; Сареп 
а. офп., 1965; Сареп, Уоппз, 1969). Подобные же результаты 
получены и в условиях ш уйго при добавлении витамина Д 
к изолированным препаратам митохондрий. Показано так- 
же, что добавление витамина Д к лизосомам печени вызыва- 
ет их разрушение (4е Риуе а. офВ., 1962). Эти данные в со- 
четании с тем, что витамин Д накапливается в липопроте- 
иновых мембранах клеток и субклеточных структур (Мот- 
тап, Ое Гиаса, 1964), а присутствие его в физиологических 
количествах необходимо для поддержания нормальной 
структуры митохондрий (Ре Гиса а. о$В., 1960), дают осно- 
вание полагать о разрушающем действии токсических доз 
витамина Д на структуру и функциональную активность 
липопротеиновых мембран. 

Введение витамина Д в токсических дозах одновремен- 
но с названными структурными изменениями значительно 
тормозит окисление и особенно Фосфорилирование в мито- 
хондриях сердца и почек и, таким образом, вызывает разоб: 
щение процесса окислительного фосфорилирования (Щипи- 
цына, 1965, 1966, 1967а, б; ЭсагреШш, 1960, 1965). При ана- 
лизе функций изолированных митохондрий наблюдается 
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значительное угнетение потребления кислорода в сердце и 
почках при полном торможении фосфорилирования в обеих 
тканях (Шипицына, 1966). Некоторое усиление поглощения 
кислорода при одновременном снижении утилизации неор- 
ганического фосфата наблюдается в цельных гомогенатах 
сердна и почек Д-гипервитаминозных животных. Однако в 
обоих случаях наблюдается выраженное разобщение про- 
цесса окислительного фосфорилирования. 

Митохондрии, как известно, являются основными по- 
ставшиками энергии, необходимой для нормального проте- 
кания многочисленных энергозависимых биохимических 
процессов в живой клетке. Поэтому естественно ожидать, что 
вызываемое высокими дозами витамина Д повреждение ми- 
тохондрий и их энергообразующего аппарата может играть 
важную роль в развитии патологических нарушений при ги- 
первитаминозе Д. В частности, известно, что реабсорбция 
ионов кальция почечным эпителием является активным 
процессом и требует доставки метаболической энергии. В со- 
ответствии с названными процессами митохондрии при ги- 
первитаминозе Д оказываются не в состоянии осуществить 
свою функцию по связыванию и транспорту ионов каль- 
ция, в результате тормозится транспорт ионов кальция, а 
эпителиальные клетки оказываются перегруженными этим 
минералом, что способствует патологическому осаждению 
солей кальция и развитию нефрокальциноза (ЗсагреШ, 
1965). В пользу этих представлений свидетельствует тот 
факт, что при введении динитрофенола (метаболический ин- 
гибитор, подавляющий или разобщающий процесс окисли- 
тельного фосфорилирования) наблюдается торможение ре- 
абсорбции ионов кальция (СВеп, Меитап, 1955) и быстрое 
увеличение концентрации кальция в тканях (Гроздов, 1968), 
а одновременное скармливание крысам высоких доз вита- 
мина Д и динитрофенола значительно усиливает метаста- 
тическую кальцификацию (Бсагреш, 1965). 

Гипервитаминоз Д сопровождается рядом нарушений ли- 
пидного обмена, а именно гиперхолестеринемией и повышен- 
ным накоплением липидов в некоторых тканях, способству- 
ющих развитию холестеринового атеросклероза и липоидо- 
за аорты (Бавина, 1952; Арешкина и др., 1957; Певзнер, 
1957а; Белобородова, Кедо, 1961; Пляскова и др., 1962; 
Вишневский, 1970; Гапдеп, опа, 1956; Зсагре!4, 1965; 
Сопзапфииаез, 1963). Предполагается, что названные сдвиги 
в липидном обмене при гипервитаминозе Д обусловлены на- 
рушением структуры и ферментативной активности мито- 
хондрий (ЗсагреШ а. офв., 1960). Важную роль при этом иг- 
рает снижение активности липолитических ферментов. 
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Механизм повреждающего действия токсических доз ви- 
тамина Д на структуру и функциональную активность ми- 
тохондрии выяснен еще не полностью. Возможно, существен- 
ную роль в этом процессе играет повышение тканевой кон- 
центрации кальция (БсагреШ, 1965), поскольку известно, 
что ионы кальция оказывают повреждающее действие на 
митохондрии, выражающиеся в их набухании и разобщении 
окислительного фосфорилирования (Скулачев, 1962). Одна- 
ко еще не выявлено, предшествует ли повышение тканевой 
концентрации кальция митохондриальным нарушениям. 
Другой возможный механизм развития названных сдвигов 
может быть связан с прямым повреждающим действием 
высоких доз витамина Д на структуру и функциональную 
активность митохондрий (Спиричев, 1971; Сареп а. о\®., 
1965). Это подтверждается тем, что добавление витамина 
Д к изолированным препаратам митохондрий в условиях 
11 уЦго вызывает в них изменения, подобные тем, которые 
определяются у животных с гипервитаминозом Д (Спиричев, 
Милосердова, 1968; Пе Гаса а. офВ., 1962). 

О повреждающем действии токсических доз витамина Д 
на структуру и функцию липопротеиновых мембран клеток 
и клеточных органелл свидетельствуют также результаты 
исследований по определению активности некоторых фер- 
ментов, связанных с мембранами субклеточных структур. 
Так, было выявлено, что при экспериментальном гиперви- 
таминозе Д у крыс гистологически выявляется увеличение 
активности эстераз и катепсина в эпителиальных клетках 
проксимальных извитых канальцев (БсагреШ а. офВ., 1960). 
Это, по-видимому, является результатом повреждающего 
действия токсических доз витамина Д на лизосомальные 
мембраны, поскольку имеются данные, что добавление ви- 
тамина Д к суспензии лизосом в условиях ш уЙто оказы- 
вает сильное лабилизирующее действие на лизосомальные 
мембраны, ускоряя их распад и выход лизосомальных фер- 
ментов в раствор (Ое Риуе а. офв., 1963). Кроме того, было 
показано, что витамин Д› в условиях ш уЙто ингибирует 
общую активность мембраносвязанного фермента лизосом— 
В-глюкозидазы и приводит к значительному выходу «раство- 
римого» фермента лизосом —В-галактозидазы, в надоса- 
дочную жидкость (Покровский и др., 1971). В связи с этим 
можно предполагать, что изменение проницаемости или 
повреждение мембраны лизосом и освобождение содержа- 
щихся в них гидролитических ферментов, расщепляющих 
основные ингредиенты живой клетки, может играть важную. 
роль в развитии тканевых повреждений при гипервитами- 
нозе Д. : 
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Обнаружены также значительные сдвиги в активности 
митохондриальных ферментов при гипервитаминозе Д. При- 
менение высоких доз витамина Д приводит к снижению ак- 
тивности изоцитратдегидрогеназы, никотинамидаденин- 
динуклеотид-диафоразы (НАД-диафораза) и никотинамида- 
дениндинуклеотидфосфат-диафоразы (НАДФ-диафораза) в 
почках, по-видимому, вследствие нарушения структуры ми- 
тохондрий и выхода митохондриальных белков в цитоплазму 
(ЗсагреШ а. офВ., 1960). В почках крыс с явлениями Д.-ги- 
первитаминоза наблюдается снижение активности сукцинат- 
дегидрогеназы (СДГ) и цитохромоксидазы (ЦО) — фермен- 
тов, прочно связанных с внутренней митохондриальной мем- 
браной (соответственно на 20 и 21% по сравнению с контро- 
лем), в то время как активность ферментов митохондриаль- 
ного матрикса — малатдегидрогеназы (МДГ) и НАДФ-зави- 
симой изоцитратдегидрогеназы изменялась лишь в незначи- 
тельной степени (Покровский и др., 1971). Можно предпола- 
гать, что прямое повреждающее действие витамина Д на 
митохондриальные мембраны играет важную роль в разви- 
тии названных сдвигов. Это подтверждается результатами 
опытов ш уЦто, где витамин Д., как и в случае с лизосомаль- 
ными ферментами, снижал активность мембраносвязанных 
митохондриальных ферментов — сукцинатдегидрогеназы 
и цитохромоксидазы и приводил к значительному выходу 
«растворимых» митохондриальных ферментов — малатдеги- 
дрогеназы и глутаматдегидрогеназы в надосадочную жид- 
кость (Покровский и др., 1971). 

Дальнейшим подтверждением предположения о важной 
роли мембранных нарушений в механизме токсического 
действия витамина Д явились результаты опытов, в которых 
было найдено, что высокие дозы витамина Д. как в услови- 
ях ш у!уо, так и в условиях ш УЙго вызывают гемолиз эрит- 
роцитов с последующим выходом из них гемоглобина и ин- 
тибирование Са- и Мг-стимулируемых аденозинтрифосфатаз- 
ных активностей оболочки эритроцитов, аорты, тонкого ки- 
шечника, легких и мозга (Блажеевич и др., 1965; Спиричев 
и др., 1965; Блажеевич, 1967, 1969; Блажеевич, Спиричев, 
19666; Драгнева и др., 1966; Спиричев, Блажеевич, 1968а). 
Аденозинтрифосфатазная активность, будучи связана с про- 
цессами активного транспорта ионов и метаболитов через 
биологические мембраны, может отражать целостность и 
функциональную активность последних. Следовательно, 
ингибирование этой активности, по-видимому, вследствие 
взаимодействия с функциональными группами фермента, 
может также свидетельствовать о повреждающем действии 
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токсических доз витамина Д на липопротеиновые мембраны 
(Спиричев, Блажеевич, 19686). 


Присутствие витамина Д. в условиях ш уйго приводило 


к быстрому окислению оксигемоглобина и цитохрома С 
(Блажеевич, Спиричев, 1966а). Кроме того, синтетические 
антиоксиданты, подавляющие образование перекисных 
соединении, предохраняли эритроциты от оксидативного и 
гемолитического действия витамина Д. (Спиричев, Блаже- 
евич, 1968а) и снимали его ингибирующий эффект на аде- 
нозинтрифосфатазную активность «теней» эритроцитов (Спи- 
ричев, Блажеевич, 19686). Эти данные в сочетании с невоз- 
можностью объяснить окисляющее действие витамина Д2 
химическими свойствами молекулы этого витамина привели 
к предположению об образовании из него соединений пере- 
кисной природы, ответственных за его окисляющее дейст- 
вие (Блажеевич, Спиричев, 1966а). Экспериментальная 
оценка данного предположения показала, что витамин Д› 
в водной среде в условиях, близких к физиологическим 
(РН 7,0; 37°), подвергается быстрому аутоокислению с обра- 
зованием перекисных и карбонильных соединений свобод- 
норадикального характера (Спиричев и др., 1971). 

Распад перекисных соединений, образованных из вита- 
мина Д, по-видимому, инициирует по свободнорадикально- 
му механизму процессы пероксидации ненасыщенных липи- 
дов и окисление других важнейших компонентов липопро- 
теиновых мембран (Блажеевич, 1969; Спиричев, 1971). 
Подтверждением этому служат результаты экспериментов, 
в которых было обнаружено, что инкубация эритроцитов с 
витамином До сопровождается накоплением продуктов нпе- 
рекисного окисления липидов (Спиричев, Блажеевич, 
1968а), а введение токсических доз витамина Д.› экспери- 
ментальным животным приводит к усилению пероксидации 
липидов в различных тканях (Блажеевич, 1969). Кроме то- 
го, витамин Д ускоряет окисление ненасыщенных липидов 
в простейших модельных системах: водных дисперсиях 
ненасыщенных жирных кислот, их эфиров, фосфолипидов 
яичного желтка (Спиричев, Зиновьева, 1968; Журикова 
и др., 1971; Не, 1968). Во всех этих экспериментах при- 
менение антиоксидантов, особенно а-токоферола, ингибиро- 
вало стимулирующее влияние витамина Д на пероксидацию 
ненасыщенных жирных кислот, что указывает на окисли- 
тельный характер названных реакции. 

Таким образом, витамин Д индуцирует окисление нена- 
сыщенных жирных кислот с образованием перекисных со- 
единений. Последние, как известно, являются высокореак- 
ционноспособными токсичными соединениями, ответствен- 
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ными за возникновение ряда патологических нарушений. В 
частности, перекиси липидов способны вызвать поврежде- 
ние клеточных и субклеточных мембран, окисление тиоло- 
вых соединений и сульфгидрильных групи белковых мо- 
лекул с денатурацией последних, инактивацию ряда фер- 
ментов, разобщение окислительного фосфорилирования, 
окисление цитохрома С, торможение клеточного деления, 
преждевременное старение и даже гибель некоторых орга- 
низмов (Воскресенский, Левицкий, 1970; Владимиров, Ар- 
чаков, 1972). В связи с этим предполагается, что индуцируе- 
мое витамином Д образование перекисных соединений имеет 
существенное значение в возникновении структурных и био- 
химических нарушений при гипервитаминозе Д. Описан- 
ным выше процессам принадлежит важная роль в механиз- 
ме токсического действия витамина Д (Спиричев, 1971). 
Дальнейшее развитие этих представлений, несомненно, при- 
ведет к созданию стройной концепции о механизмах не 
только токсического, но и физиологического действия вита- 
мина Д. 








ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Итак, нами сделана попытка проанали- 
зировать механизм действия витамина Д. Хотя в настоящее 
время накоплено достаточно материала о влиянии витами- 
на Д в целом организме на функции некоторых органов и 
систем, изучение его влияния на молекулярные процессы 
практически только началось. Это диктует новый подход к 
оценке специфики действия данного стероида. Анализ мо- 
лекулярных механизмов действия витамина Д и сопоставле- 
ние его влияния с другими стероидными соединениями 
привело нас к заключению, что нет принципиальной разни- 
цы в их характере действия. В том и другом случаях речь 
идет о химических агентах, регулирующих внутриклеточ- 
ные процессы посредством действия на мембранные струк- 
туры клеток и активность генетического материала. Поэто- 
му мы считаем целесообразным сопоставить витамин Ди 
другие стероиды по химической структуре и по механизму 
действия, что поможет понять сущность регуляции клеточ- 

а стероидами. 
р се подчеркнуть, что, как и стеро- 
идные гормоны, витамин д имеет собственные клетки-ми- 
шени, как, например, клетки слизистой кишечника и кост- 
ной ткани. Эти различия объясняются нами спецификой 
химического строения определенных групп Ок 
идной структуры и витамина д. Хотя орган дл 
оей структуре и Функции, они 
стероидов отличаются по св 
ные молекулы в цитоплазме 
имеют специфические рецептор ТА 
оторые концентрируют и транспортируют 
и ядрах чае, как это ни странно, витамин 
их в клетке. В данном су, ый связывается в очень ма- 
Д напоминает тестостерон. котор 
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лой степени или совсем не связывается с рецепторами, а 
рецептор взаимодействует с его активным метаболитом (или 
метаболитами). Для витаминов группы Д таковыми явля- 
ются 25-оксиформы и 1,25-диоксиформы. Следовательно, 
витамин Д, как таковой, представляет собой как бы пред- 
шественника активных форм, взаимодействующих с внутри- 
клеточными рецепторами и вызывающими специфический 
физиологический ответ клетки. Метаболическая трансфор- 
мация, приводящая к активации молекулы витамина Д, 
происходит в две стадии — в печени и почках, после чего 
активные метаболиты витамина Д транспортируются в 
клетки органов-мишеней и связываются с рецепторными 
молекулами. Отличительной особенностью рецептора явля- 
ется то, что он строго дифференцирует различные стероиды 
по химической структуре. В частности, стероидные гормоны 
и холестерин не взаимодействуют с рецепторами для вита- 
минов Д в клетках органов-мишеней и не влияют на связы- 
вание активных метаболитов витамина Д рецепторами. Из 
этого можно сделать заключение, что рецепторное поле 
белковых молекул, выполняющих функцию рецепторов, 
комплементарно только активным метаболитам витамина 
Д, а не стероидам вообще. Если принять во внимание, что 
активные метаболиты отличаются наличием лишь одной 
полярной группировки — ОН для 25-оксиформы и двух по- 
лярных группировок — ОН для 1,25-диоксиформы, то 
напрашивается вывод, что в фиксации витаминов Д важное 
значение принадлежит полярным связям посредством — ОН- 
групп. Отсутствие этих групп у витамина Д в 17 В-боковой 
цепи или в 17В-боковой цепи и в кольце А при С! ослабля- 
ет или лишает его возможности взаимодействовать с рецеп- 
тором. Таким образом, оптимальными «партнерами» в свя- 
зывании витаминов Д являются соединения, имеющие 2 или 
3 полярные группировки ОН. Для последних в молекуле 
активных метаболитов витаминов Д необходимо определен- 
ное расположение, так как по этому признаку удается отли- 
чить преимущественное влияние на слизистую тонкого ки- 
шечника или на костную ткань. Метаболиты, влияющие 
на клетки слизистой кишечника, имеют ОН-группы в поло- 
жениях Су, Сз и С», а также Сз, С.5 и С» или в положениях 
С; и С.5. На клетки костной ткани преимущественно дейст- 
вуют соединения с ОН-группами в положениях Сзи С.5; Сз, 
С>1 и С.5 или Су, Сз и С.5. Из них взаимодействует с клетками 
слизистой кишечника метаболит с ОН-группами в положе- 
ниях Сз, С»; и С», а с клетками костной ткани — с ОН-группа- 
ми в положениях Сз, С21 и С. По другим структурным при- 
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визы Д не отличаются от своих активных ме- 
к ны распределения витамина Д в 
ных метаболитов в я Ущественное накопление его актив- 
драх. Причем распределение активных 
метаболитов витамина Д зависит от исходного фона и от ве- 
личины его концентрации в к и $ - 
вотным физиологически рови. Так, при введении Жи 
тети набил х доз витамина Д на фоне его недо- 
киров а 2 тся преимущественное накопление 
а сего в органах-мишенях, в основном в 
, наружен и в цитоплазме и митохондриях. 
Эта селективность утрачивается при введении более высо- 
ких доз витамина. В этих условиях не удается выявить раз- 
личии в тканевом и субклеточном распределении витами- 
нов Д. Эта закономерность присуща всем биологически 
активным стероидам, регулирующим внутриклеточные про- 
цессы. 

Основной функцией витаминов Д является регуляция 
транспорта Са?* и вторично фосфатов в клетках слизистой 
кишечника и костной ткани. Останавливаясь на молекуляр- 
ных механизмах этого транспорта, следует отметить, что 
кальций проникает в клетки посредством переносчиков про- 
тив градиента концентрации. При этом происходит потреб- 
ление метаболической энергии в форме АТФ. Неотъемлемой 
особенностью действия витамина Д на транспортные меха- 
низмы является регуляция биосинтеза переносчиков Са? 
белковой природы. 

Витамин Д непосредственно повышает матричную актив- 
ность хроматина клеток эпителия кишечника. При этом 
увеличивается синтез ядерных РНК. Это индуцирующее 
действие удается ингибировать актиномицином Д, что сви- 
детельствует о влиянии витамина Д на транскрипцию ге- 
нетической информации. Важной особенностью является 
и то, что актиномицин Д блокирует как синтез РНЬ, так и 


2+ стимулированный витамином Д. В связи с 


транспорт Са”", 1 
этим возник вопрос, какое отношение имеет действие вита- 


мина Д на синтетические процессы и проявление его дейст- 
вия на транспорт Са?+? Различными методами, в том числе 
и иммунологическими, было выявлено, что витамин Д инду- 
цирует синтез специфического Са-связывающего белка. 
Этот синтез ингибируется пуромицином и другими ингиби- 
торами трансляции тенетической информации. Хотя в на- 
стоящее время и не выяснены все аспекты регуляции вита- 
мином Д синтеза Са-связывающего белка, можно считать, 
что до момента связывания и транспорта ионов кальция 
происходит проникновение витамина Д в форме активного 
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метаболита (или метаболитов) через цитоплазматическую 
мембрану, взаимодействие с цитоплазматическим рецепто- 
ром, транспорт его в связанном состоянии в ядро и взаимо- 
действие с ядерным рецептором. В составе комплекса ре- 
цептор-активный метаболит витамин Д взаимодействует 
с молекулами репрессора (в настоящее время еще не изучен- 
ного), результатом чего является повышение матричной ак- 
тивности хроматина. То, что синтез РНК в ядрах увеличи- 
вается — установленный факт. Однако, какие именно РНК 
претерпевают изменения, этот вопрос требует дальнейшего 
Уточнения. В конечном итоге осуществляется синтез Са?+- 
связывающего белка на рибосомах и непосредственное свя- 
зывание его с кальцием. Интересно отметить, что приведен- 
ная последовательность действия активных метаболитов 
витамина Д на синтез Са-связывающего белка характерна и 
для транспорта Ма*, регулируемого другими стероидами. 
В частности, выяснено, что индуцированный альдостероном 
синтез РНК, белка и транспорт Ма* удается блокировать 
актиномицином Д или пуромицином. И в том, и в другом 
случае происходит активация генетического материала и 
индукция синтеза специфических транспортных белков. 
Таким образом, названный механизм транспорта’ не явля- 
ется специфичным для витаминов, а скорее всего представ- 
ляет частный случай в действии стероидов вообще. 
Переходя к рассмотрению молекулярных механизмов 
рахита, следует учитывать, что основная роль витамина Д 
заключается в регуляции всасывания Са?+ в кишечнике. 
Витамин Д совместно с паратиреоидным гормоном и тирео- 
кальцитонином ответствен за поддержание уровня каль- 
ция и фосфора в крови в концентрациях, оптимальных для 
нормальной минерализации костной ткани. При рахите на- 
ряду с нарушениями в системе регуляции гомеостаза каль- 
ция и фосфора наблюдаются выраженные сдвиги в белко- 
вом, углеводном и липидном обмене, в гормональном ста- 
тусе организма, в структуре и функциональной активности 
биологических мембран. Поэтому упрощенные представле- 
ния о том, что при рахите следует назначать только витамин 
Д, требуют дополнений. Если и рассматривать рахит как 
недостаточность витамина Д, то скорее следует принять, что 
названная патология связана с нарушением метаболизма 
стероидов. В частности, нарушение образования активных 
метаболитов витамина Д может быть причиной снижения 
скорости всасывания кальция в кишечнике. Действительно, 
при нарушении функции печени и почек и, как следствие — 
изменении трансформации витамина Д в активные метабо- 
литы, например, при гепатэктомии, нефроэктомии или при 
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некоторых видах печеночной и почечной недостаточности, 
блокируются физиологические эффекты витамина Д. Рези- 
стентные к витамину Д рахитоподобные заболевания ва 
многих случаях также могут быть связаны с нарушением 
биохимических процессов на уровне трансформации моле- 
кулы витамина Д в биологически активные метаболиты. 
В этих случаях, видимо, целесообразно использовать гото- 
вые активные метаболиты витамина Д с терапевтической 
целью. Такая терапия будет оправдана с точки зрения моле- 
кулярных механизмов действия витамина д. 

В свете изложенных данных о механизме действия ви- 
тамина Д представляется возможным оценить сущность 
токсического эффекта этого витамина. Комплекс морфо- 
логических и функциональных сдвигов в различных орга- 
нах при гипервитаминозе Д может быть обусловлен не 
только повышенным всасыванием кальция в кишечнике и 
последующим развитием гиперкальцемии, но и другими био- 
химическими нарушениями, не связанными непосредствен- 
но с усилением физиологического эффекта витамина Д. Об 
этом свидетельствует и тот факт, что существует какой-то 
лимитирующий фактор в скорости образования метаболи- 
чески активных форм витамина Д, которые ответственны 
за проявление его физиологического эффекта. 

Важная роль в механизме токсического действия вита- 
мина Д может принадлежать индуцирующему эффекту вы- 
соких доз последнего в переокислении липидных компонен- 
тов биологических мембран с нарушением их структуры и 
функциональной активности и образованием весьма токси- 
чных соединений типа перекисей липидов и свободных 
радикалов. В связи с этим при гипервитаминозе Д оправда- 
но применение с терапевтической целью антиоксидантов, 
в частности витамина Е и других. 

Следовательно, передозировка витамина Д в организме 
не является безвредной и может вызвать тяжелые сдвиги 
с нарушением функций сердечно-сосудистой системы, пече- 
ни, почек и других жизненно-важных органов в результате 
нарушения их структуры с последующим развитием каль- 
цификации. Кроме того, высокие дозы витамина Д облада- 
ют тератогенным и эмбриотоксическим действием. Поэтому 
назначение высоких доз витамина Д, равно как и его при- 
менение вообще, должно быть строго оправдано и контроли- 


руемо. 
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